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ABSTRACT 
 
 Spermatogenesis is a fascinating process involving the differentiation of round diploid 
spermatogonia to elongated aploid spermatozoa. This process is primarily under the control 
of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis with the production of gonadotropins, namely 
FSH and LH, and then under the control of various factors produced in germ and somatic 
gonadal cells that act in a paracrine or autocrine manner (Matsumoto et al., 1986). Recent 
studies demonstrated the presence of various neuropeptides (such as GHRH, PACAP, VIP, 
secretin, oxitocine and somatostatine) and their receptors in the testis, suggesting their 
involvement in spermatogenesis and steroidogenesis (Li and Arimura, 2003). However the 
role of these neuropeptides in the testicular physiology is largely unknown, although the use 
of new techniques is allowing the understanding of their regulatory functions in the testis. 
Among these neuropeptides, I focused my attention on two neuropeptides of the secretin 
peptide superfamily, that includes nine different hormones that are related by structure, 
distribution, function and receptors (Sherwood et al., 2000).  
 Among the peptides of this superfamily, I studied the PACAP (Pituitary Adenylate 
Cylcase-Activating Polypeptide), since the total amount of PACAP within the testis exceeds 
that of any other peptide present in the testis, and the VIP (Vasoactive Intestinal Peptide), 
since this neuropeptide is 68% identical to PACAP and since PACAP and VIP act by 
binding some common receptors. PACAP is the newest peptide to be identified in the 
superfamily; it has been isolated from ovine hypothalamic extracts on the basis of its ability 
to stimulate cAMP formation in anterior pituitary cells; it exists in two different forms of 27 
and 38 amino acids, named PACAP27 and PACAP38, respectively. VIP, a 28 amino acid 
peptide, is one of the earliest discovered neuropeptides of the superfamily, originally isolated 
from porcine ileum; the peptide has derived its name from the vasodilatatory action seen 
upon systemic administration. The sequence of both PACAP and VIP has been remarkably 
well conserved during the evolution (Vaudry et al., 2000). PACAP and VIP bind the same 
receptors; indeed, both bind VPAC1 e VPAC2 receptors with the same affinity; however, 
PACAP binds also a PACAP-specific receptor, the PAC1R, which has been described as 
“one of the most extensively spliced GPCRs known”, with variants resulting from the 
alternative splicing of the hip/hop cassettes in the third intracellular loop (Dickson and 
Finlayson, 2009).  
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PACAP and VIP are pleiotropic peptides, that influence gametogenesis, and particularly 
spermatogenesis. However the exact role of these peptides in this process has not been fully 
understood yet; furthermore, despite the large number of data in mammalian testis (Li and 
Arimura, 2003), few information are available for non mammalian vertebrates (Gobbetti and 
Zerani, 2002; Huang et al., 2009; Agnese et al., 2010). Therefore, the aim of this PhD thesis is the 
characterization of PACAP, VIP and their receptors in the testis of two non mammalian 
vertebrates: the cartilaginous fish Torpedo marmorata and the wall lizard Podarcis sicula, that are 
characterized by a different testicular organization, cystic in Torpedo (Stanley, 1966; Prisco et 
al., 2002) and tubular in Podarcis (Galgano and D’Amore, 1953; Lofts, 1987).  
 The investigation was carried out following three research lines: in the first I studied 
the PACAP, analyzing the sequence encoding Torpedo PACAP and the distribution of its 
mRNA and protein (both PACAP27 and PACAP38) in Torpedo and in Podarcis, and the VIP, 
analyzing the sequence encoding Podarcis VIP (verifying if the same gene that encodes VIP 
encodes also PHI) and its mRNA and protein localization in both the experimental models; 
the second research line pointed to the localization of PACAP and VIP receptors and to the 
sequencing of Torpedo and Podarcis PAC1R; finally, the third line consisted in the in vitro organ 
culture of the Podarcis sicula testis to verify the effects of PACAP and VIP on testicular 
steroidogenesis. The results of the experiments carried out during these three years 
demonstrated that Torpedo PACAP, Podarcis VIP and Torpedo and Podarcis PAC1R have highly 
conserved sequences, as assessed by comparison of the sequences with those of known 
vertebrates; furthermore, it was demonstrated that the VIP gene encodes also PHI and that 
in Torpedo and Podarcis testis only some variants of the PAC1R are present: particularly, the 
null and hop2 variants are expressed in Torpedo, while the null and hop1 variants are 
expressed in Podarcis. The obtained results showed the testicular cells that synthesize these 
neuropeptides and the PAC1R and demonstrated that PACAP, VIP and their receptors are 
widely distributed in Torpedo and Podarcis testis; their localization strongly suggests that the 
peptides are involved in the hormonal control of spermatogenesis and steroidogenesis, 
acting via a paracrine and/or autocrine mechanism. PACAP and VIP involvement in the 
Podarcis steroidogenesis was directly demonstrated by the testis culture.  
Thus, PACAP and VIP can be included among the neuropeptides locally produced in the 
testis, that take part in the regulation of spermatogenesis and steroidogenesis of Torpedo 
marmorata and Podarcis sicula. Comparing the data reported in the present thesis (see also 
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Agnese et al., 2010) and the information available in mammals, it is evident that these 
neuropeptides have a more significant role in the spermatogenesis of non mammalian 
vertebrates rather than in mammals, since PACAP, VIP and their receptors are represented 
in the testis during the different phases of spermatogenesis; differently, in mammals the 
distribution is limited to spermatids for PACAP, while VIP is not represented in the 
seminiferous epithelium. Only further studies on these neuropeptides in other non 
mammalian vertebrates could allow the complete understanding of the processes that led to 
the differences in the localization of these neuropeptides throughout the vertebrate 
evolution. 
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INTRODUZIONE 
 
Il testicolo è un organo complesso che svolge due funzioni fondamentali, la 
spermatogenesi e la steroidogenesi. Tali processi si realizzano sotto il controllo delle 
gonadotropine ipofisarie, FSH e LH, il cui rilascio è stimolato dal GnRH, e di numerosi 
fattori paracrini e autocrini (Matsumoto et al., 1986). Recenti studi hanno dimostrato la 
presenza di molti neuropeptidi e dei loro recettori nel testicolo, suggerendo che questi 
possano agire come regolatori locali della spermatogenesi e della steroidogenesi. Tra i 
neuropeptidi identificati nel testicolo rientrano il GHRH, il PACAP, il VIP, la secretina, 
l’ossitocina e la somatostatina. Il ruolo di questi neuropeptidi nella fisiologia del testicolo è in 
gran parte sconosciuto, anche se l’avvento di nuove tecniche ha permesso di iniziare a 
comprenderne le funzioni come fattori regolatori di spermatogenesi e steroidogenesi (Li e 
Arimura, 2003). Tra i neuropeptidi coinvolti nella regolazione delle funzioni testicolari, la mia 
attenzione si è rivolta principalmente a due neuropeptidi della superfamiglia della secretina, 
che include nove ormoni accomunati dalla struttura, dalla distribuzione, dalla funzione e dai 
recettori: ho studiato in primo luogo il PACAP, dal momento che la sua concentrazione nel 
testicolo supera quella di qualsiasi altro peptide testicolare noto, e in secondo luogo il VIP, 
dal momento che questo peptide ha il 68% di identità con il PACAP e dal momento che 
questi due neuropeptidi svolgono le proprie funzioni interagendo con alcuni recettori 
comuni (Sherwood et al., 2000).  
Il PACAP (Pituitary Adenylate Cylcase-Activating Polypeptide) è il membro della 
superfamiglia descritto più di recente in base alla sua capacità di stimolare la formazione di 
cAMP nelle cellule dell’ipofisi anteriore di ratto; è un peptide che esiste in due diverse forme 
di 27 e 38 aminoacidi, il PACAP27 e il PACAP38, rispettivamente. Il VIP (Vasoactive 
Intestinal Peptide) è un peptide di 28 aminoacidi; è uno dei membri della superfamiglia 
isolato più precocemente dall’ileo di maiale e deve il suo nome all’azione vasodilatatoria che 
induce dopo somministrazione sistemica. La sequenza di entrambi i peptidi si è conservata 
nel corso dell’evoluzione (Vaudry et al., 2000). Il PACAP e il VIP interagiscono con alcuni 
recettori comuni; infatti entrambi si legano con la stessa affinità ai recettori VPAC1 e VPAC2; 
in aggiunta, il PACAP si lega anche al recettore PAC1, che è il recettore a sette segmenti 
transmembrana di cui si conosce il maggior numero di isoforme, la maggior parte delle quali 
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deriva dallo splicing alternativo di alcune cassette (hip/hop) nel terzo loop intracellulare 
(Dickson e Finlayson, 2009). 
Il PACAP e il VIP sono peptidi pleiotropici, che intervengono nella gametogenesi, e in 
particolare nella spermatogenesi. Tuttavia il loro ruolo nell’ambito di questo processo non è 
stato ancora del tutto chiarito e, se da una parte non mancano studi condotti nel testicolo dei 
mammiferi (Li e Arimura, 2003), dall’altra i dati circa il coinvolgimento del PACAP e del VIP 
nella spermatogenesi dei vertebrati non mammiferi sono a tutt’oggi molto scarsi (Gobbetti e 
Zerani, 2002; Huang et al., 2009; Agnese et al., 2010). È per questa ragione che lo scopo di 
questa tesi di dottorato è quello di caratterizzare il PACAP, il VIP e i loro recettori nel 
testicolo di due vertebrati non mammiferi: il pesce cartilagineo Torpedo marmorata e il rettile 
squamato Podarcis sicula, confrontando, attraverso questi modelli sperimentali, 
un’organizzazione testicolare di tipo cistica (Torpedo marmorata) (Stanley, 1966; Prisco et al., 
2002) con una di tipo tubulare (Podarcis sicula) (Galgano e D’Amore, 1953; Lofts, 1987).  
Lo studio è stato condotto lungo tre linee di ricerca: la prima è stata tesa 
essenzialmente allo studio del PACAP, del quale sono state caratterizzate la sequenza 
codificante in Torpedo e la distribuzione del messaggero e della proteina nelle sue due forme 
27 e 38 in Torpedo e in Podarcis, e del VIP, del quale sono state caratterizzate la sequenza in 
Podarcis (verificando anche se lo stesso gene che codifica il VIP codifica anche il PHI) e la 
localizzazione del messaggero e della proteina in entrambi i modelli sperimentali; la seconda 
ha riguardato la localizzazione dei recettori del PACAP e del VIP, con una particolare 
attenzione al recettore PAC1, sul quale è stata condotta anche un’analisi di tipo biomolecolare 
per caratterizzare parte della sequenza codificante questo recettore sia in Torpedo sia in 
Podarcis; la terza linea di ricerca è stata prettamente funzionale e ha previsto l’allestimento di 
colture d’organo per comprendere l’effetto di PACAP e VIP sulla steroidogenesi nel 
testicolo di Podarcis sicula. I dati ottenuti nel corso di questi tre anni hanno innanzitutto 
dimostrato che le sequenze del PACAP di Torpedo, del VIP di Podarcis e del recettore PAC1 di 
Torpedo e di Podarcis hanno un’elevata identità con quelle degli altri vertebrati; in particolare, 
per quanto riguarda il VIP, è stato dimostrato che lo stesso gene che codifica il VIP codifica 
anche il PHI; per quanto riguarda invece il PAC1R, le analisi biomolecolari hanno 
evidenziato che nel testicolo di Torpedo marmorata sono presenti le isoforme null e hop2, nel 
testicolo di Podarcis sicula la null e la hop1. Sono stati quindi individuati i siti di sintesi 
endotesticolare del PACAP, del VIP e del recettore PAC1. È emerso inoltre che questi 
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neuropeptidi e i loro recettori sono ampiamente distribuiti nel testicolo di entrambi i modelli 
sperimentali e la loro localizzazione suggerisce fortemente che PACAP e VIP intervengono 
nella regolazione della spermatogenesi e della steroidogenesi sia di Torpedo sia di Podarcis 
agendo come fattori paracrini e autocrini; il coinvolgimento di questi peptidi nella 
steroidogenesi di Podarcis sicula è stato poi dimostrato più direttamente dalle colture d’organo. 
I risultati ottenuti hanno dunque dimostrato che il PACAP e il VIP possono essere 
annoverati tra quei neuropeptidi prodotti localmente a livello testicolare, che partecipano alla 
fine regolazione della spermatogenesi e della steroidogenesi anche in Torpedo marmorata e in 
Podarcis sicula. Dall’insieme dei dati da me ottenuti (vedi anche Agnese et al., 2010) e da quelli 
ottenuti nei mammiferi emerge chiaramente che nei vertebrati non mammiferi il ruolo di tali 
neuropeptidi nel controllo della spermatogenesi sembra molto più significativo dal momento 
che il PACAP, il VIP e i rispettivi recettori sono ampiamente rappresentati nei diversi 
momenti della spermatogenesi, mentre nei mammiferi la loro distribuzione è particolarmente 
circoscritta, nel caso del PACAP, o del tutto assente, almeno come molecola, nel caso del 
VIP. A questo proposito sarebbe particolarmente interessante estendere le osservazioni ad 
altri rettili e agli uccelli per avere una visione più completa della distribuzione di tali peptidi 
nei diversi taxa di vertebrati e quindi pervenire ad una comprensione dei processi che nel 
corso della storia evolutiva dei vertebrati hanno accompagnato i cambiamenti nella 
localizzazione di tali neuropeptidi. 
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CAPITOLO 1 
IL PACAP E IL VIP: STRUTTURA E FUNZIONI 
 
1.1 GENERALITÁ 
1.1.1 La superfamiglia del PACAP e del VIP 
Il PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide) e il VIP 
(Vasoactive Intestinal Peptide) sono due peptidi strutturalmente correlati, che 
appartengono alla superfamiglia di ormoni della secretina, così chiamata in quanto la 
secretina è stato il primo membro della superfamiglia ad essere descritto. Questa 
superfamiglia include nove diversi peptidi bioattivi: il glucagone, il GLP-1 (Glucagon-
Like-Peptide-1), il GLP-2, il GIP (Glucose-Dependent-Insulinotropic Polypeptide), il 
GHRH (GH-Releasing Hormone), il PHM (Peptide Histidine-Methionine), il 
PACAP, la secretina e il VIP. Sei geni codificano i nove peptidi bioattivi della 
superfamiglia; l’organizzazione strutturale di questi geni è molto simile e tale 
somiglianza si riflette poi nei precursori dei vari peptidi: ogni gene codifica infatti un 
peptide segnale, da 1 a 3 peptidi bioattivi e un peptide C-terminale (Sherwood et al., 
2000). Oltre ad avere una considerevole identità nelle sequenze, la maggioranza dei 
peptidi di questa superfamiglia presenta anche una somiglianza nella struttura 
secondaria, con strutture random coil all’N-terminale e regioni ad α-elica al C-
terminale (Clore et al., 1986; Gronenborn et al., 1987; Theriault et al., 1991; Wray et 
al., 1998). I membri di questa superfamiglia hanno numerose funzioni che sono svolte 
attraverso l’interazione con recettori a sette segmenti transmembrana (Dickson e 
Finlayson, 2009). 
 
1.1.2 Il PACAP 
Il PACAP è un peptide che esiste in due diverse forme, una di 38 (PACAP38) 
e una di 27 (PACAP27) aminoacidi. Nella sua forma con 38 aminoacidi è stato 
descritto per la prima volta da Miyata e collaboratori nel 1989, mentre tentavano di 
isolare un ormone ipotalamico ovino capace di stimolare l’adenilato ciclasi nelle 
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cellule dell’ipofisi anteriore di ratto; è stato così identificato un peptide di 38 
aminoacidi, definito, di conseguenza, PACAP38 (Miyata et al., 1989). Meno di un 
anno dopo, lo stesso gruppo di ricerca ha isolato un altro peptide capace di stimolare 
l’adenilato ciclasi come prodotto secondario della purificazione del PACAP38 (Miyata 
et al., 1990); successive analisi hanno poi dimostrato che questo nuovo peptide è una 
forma tronca del PACAP38, corrispondente ai primi 27 aminoacidi del PACAP38 
(Miyata et al., 1990), e denominato quindi PACAP27; entrambi i peptidi sono amidati 
all’estremità C-terminale (Miyata et al., 1989, 1990).  
Nonostante l’iniziale scoperta come ormone ipotalamico, successive indagini hanno 
evidenziato che il PACAP è ampiamente distribuito nel sistema nervoso centrale e 
periferico, nonché in numerosi organi periferici dove svolge specifiche funzioni (vedi 
par. 1.3), per cui può essere considerato un peptide pleiotropico (Fahrenkrug, 2010).  
Inoltre, a seguito della sua scoperta, il PACAP è stato poi caratterizzato in varie 
specie di vertebrati (vedi par. 1.4): questo peptide è presente sia nei mammiferi sia nei 
vertebrati non mammiferi e più recentemente è stato descritto anche nei tunicati 
(Vaudry et al., 2000); in modo sorprendente la sua sequenza è rimasta quasi invariata 
per un periodo di circa 700 milioni di anni (vedi par. 1.4) (Arimura, 1998), suggerendo 
quindi che le sue funzioni possano essere essenziali per la sopravvivenza. 
 
1.1.3 Il VIP 
Il VIP è un peptide di 28 aminoacidi, che presenta il 68% di identità con il 
PACAP27; diversamente dal PACAP, che è il più recente membro della superfamiglia 
della secretina ad essere stato descritto (Miyata et al., 1989), il VIP è uno dei peptidi 
isolato più precocemente da Said e Mutt (1970a) dall’ileo di maiale. Questo peptide 
deve il suo nome all’azione vasodilatatoria che induce dopo somministrazione 
sistemica (Said e Mutt, 1970b). Successivamente è stato messo in evidenza che il VIP 
esercita la sua azione stimolando l’attività dell’adenilato ciclasi e dunque la formazione 
di cAMP (Desbuguois et al., 1973). Da successive analisi della sequenza aminoacidica, 
è stato evidenziato che il VIP è un peptide altamente basico di 28 aminoacidi con 
un’asparagina amidata al C-terminale (Mutt e Said, 1974).  
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Inizialmente il VIP è stato classificato solo come ormone intestinale; tuttavia, studi 
successivi hanno evidenziato che presenta una distribuzione molto più ampia (vedi 
par. 1.3), con una localizzazione predominante nel sistema nervoso centrale e 
periferico (Larsson et al., 1976 a, b). Gli studi condotti negli ultimi anni hanno 
validato questa ipotesi, evidenziando però il coinvolgimento di questo peptide anche 
in molte altre funzioni (Bryant et al., 1976; Duckles e Said, 1982; Fahrenkrug e 
Hannibal, 2004; Van Geldre e Lefebvre, 2004). Attualmente il VIP è considerato un 
neurotrasmettitore nel sistema nervoso centrale e periferico, coinvolto nel controllo 
della motilità, del flusso sanguigno e della secrezione del tratto intestinale, del tratto 
respiratorio e di quello urogenitale (Fahrenkrug, 1993). 
Il VIP è stato caratterizzato in varie specie di vertebrati (vedi par. 1.4) e la sua 
sequenza risulta altamente conservata, in modo simile al PACAP, anche se la 
conservazione è più bassa di quella riscontrata per il PACAP (vedi par. 1.4). 
 
1.2 DAL GENE ALLA PROTEINA 
Prima di analizzare le singole caratteristiche del PACAP e del VIP, ricordo che i 
geni che codificano questi peptidi presentano una struttura simile, caratterizzata dal 
fatto che ciascun gene codifica un precursore più grande (preproPACAP e 
preproVIP, rispettivamente), contenente un peptide segnale, un peptide N-terminale 
(detto peptide criptico e presente, nell’ambito della superfamiglia, solo nel gene del 
PACAP e del VIP), due peptidi (infatti entrambi i geni codificano, oltre al PACAP e 
al VIP, un secondo peptide, il PRP e PHI/PHM, rispettivamente, codificato 
dall’esone che precede quello che codifica il PACAP o il VIP) e un peptide C-
terminale. La proteolisi di questo precursore porterà poi alla formazione del PACAP, 
nelle sue due forme mature 38 e 27, e del VIP (Fig. I) (Vaudry et al., 2009; Dickson e 
Finlayson, 2009). 
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Figura I: il precursore del VIP e del PACAP (Dickson e Finlayson, 2009). 
 
1.2.1 Il PACAP 
Il gene del PACAP umano è stato clonato nel 1992 e mappato nella regione 
p11 del cromosoma 18 (Hosoya et al., 1992), mentre nel ratto è localizzato sul 
cromosoma 9q37 (Cai et al., 1995). Questo gene è costituito da cinque esoni e quattro 
introni; il promotore contiene due elementi di risposta al cAMP (CRE), un elemento 
di risposta al 12-O-tetradecanoilforbolo 13-acetato e un paio di sequenze omologhe 
alla sequenza consenso per i siti di legame del GHF-1, che sono importanti per 
l’espressione tessuto-specifica del GH (Dolle et al., 1990; Castrillo et al., 1991). 
Ricerche sull’attività del promotore hanno dimostrato che il gene del PACAP è 
espresso costitutivamente e che la sua trascrizione può essere indotta dal cAMP, dal 
12-tetradecanoilforbolo 13-acetato e dal PACAP stesso (Suzuki et al., 1994; 
Hashimoto et al., 2000). È stato inoltre messo in evidenza che nell’uomo l’esone 1 
comprende la 5’-UTR, l’esone 2 comprende la regione che codifica il peptide segnale, 
l’esone 3 quella che codifica il peptide criptico, l’esone 4 codifica il PRP (PACAP-
Related-Peptide), un peptide di 29 aminoacidi che non è biologicamente attivo, 
probabilmente a causa della sostituzione dell’aminoacido Asp in His o Tyr nella 
posizione N-terminale; infine l’esone 5 comprende la regione che codifica il 
PACAP38 e la 3’-UTR. La mancanza di un esone che codifica il PACAP27 indica che 
questo non deriva da un meccanismo di splicing alternativo, ma, come di seguito 
riportato, dalla proteolisi alternativa post-traduzionale del precursore (Hosoya et al., 
1992). 
La traduzione dell’mRNA determina la formazione di un precursore del 
PACAP, noto come preproPACAP, che è lungo 176 aminoacidi ed include il peptide 
segnale, una proregione (107 aa), contenente il PRP, e il PACAP stesso. Dalla 
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proteolisi del precursore si formano il PRP e il PACAP nelle sue due forme di 27 e 38 
aminoacidi: la sequenza del PACAP38 è seguita dalla sequenza Gly-Lys-Arg che serve 
per il processamento proteolitico e l’amidazione. La forma matura del PACAP38 
contiene inoltre dei residui aminoacidici basici, Gly28-Lys29-Arg30, che costituiscono 
un probabile sito di proteolisi post-traduzionale e successiva amidazione, che porta 
quindi alla formazione del PACAP27, di 27 aminoacidi, che è una forma tronca del 
PACAP38 (Fig. I) (Ohkubo et al., 1992). Il processamento post-traduzionale del 
precursore è operato da una famiglia di pro-ormone convertasi (PCs), caratterizzate 
per la prima volta in alcuni tessuti di mammiferi. Tra queste PCs, la PC1 e la PC2 sono 
espresse in cellule ad attività endocrina e neuronale, mentre la PC4 è presente 
esclusivamente nel testicolo e nell’ovario, dove invece non sono espresse né la PC1 né 
la PC2 (Li et al., 1998, 2000). 
Infine, la struttura conformazionale del PACAP38 e del PACAP27 è stata 
determinata usando la spettroscopia CD e NMR. Il PACAP27 è costituito da vari 
domini: i primi otto aminoacidi all’N-terminale hanno una struttura random coil 
(dominio 1-8) e sono seguiti da una regione (aa 9-24), che consiste di quattro domini 
distinti (Inooka et al., 1992): il primo dominio presenta una conformazione β, mentre 
gli altri tre domini presentano una struttura ad -elica. La conformazione del 
PACAP38 rispecchia quella del PACAP27 nella regione N-terminale, mentre la 
porzione C-terminale è costituita da una corta coda ad -elica attaccata tramite una 
cerniera flessibile alla regione 1-27 (Wray et al., 1993) (Fig. II).  
                        
Figura II: struttura del PACAP27 e del PACAP38 (Sze et al., 2007). 
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La tripletta N-terminale His-Ser-Asp, il dominio centrale ad -elica e la coda C-
terminale formano tre siti di ancoraggio necessari per il riconoscimento del recettore. 
Due di questi tre domini strutturali possono contribuire al legame ad alta affinità con 
il recettore. La tripletta N-terminale, oltre a legare il recettore, è essenziale anche per 
l’attivazione del recettore e la trasduzione del segnale: la sua rimozione porta infatti 
alla formazione dell’antagonista competitivo, il PACAP6-38 (Robberecht et al., 1992). 
 
1.2.2 Il VIP 
Il gene del VIP umano è stato clonato nel 1985 e mappato sul cromosoma 6 
nella regione q25 (Tsukada et al., 1985; Gozes et al., 1987); sei anni dopo sono stati 
clonati anche i geni del VIP di ratto e di topo e localizzati sul cromosoma 1p11 e 
10A1, rispettivamente (Lamperti et al., 1991). Il gene del VIP è costituito da sette 
esoni e sei introni; il suo promotore presenta 3 TATAAA box (Yamagami et al., 1988; 
Sena et al., 1994), dei siti consenso AP2 (Sena et al., 1994), un elemento di risposta al 
cAMP (CRE) entro le 100 bp dal sito di inizio (Yamagami et al., 1988; Sena et al., 
1994; Hahm e Eiden, 1996), un’area responsiva alle citochine circa 1 Kb a monte del 
sito di inizio (Tolentino et al., 1995) e un’area contenente sequenze di DNA ripetuto 
(Linder et al., 1987). È stato inoltre messo in evidenza che nell’uomo ciascuno dei 
sette esoni codifica un diverso dominio funzionale del precursore del VIP e in 
particolare l’esone 1 comprende la 5’-UTR; l’esone 2 comprende la rimanente parte 
della 5’-UTR e la regione codificante il peptide segnale e una parte del peptide criptico 
(regione N-terminale); l’esone 3 codifica la maggior parte del peptide criptico; l’esone 
4 il PHM (Peptide Histidine-Methionine amide) e una parte della regione che separa il 
PHM e il VIP; l’esone 5 codifica la restante parte della regione che separa PHM e 
VIP, la sequenza del VIP e una piccola parte della regione C-terminale; l’esone 6 
comprende la maggior parte della regione C-terminale e una parte della 3’-UTR; 
infine, l’esone 7 comprende il resto della 3’-UTR (Yamagami et al., 1988). Bisogna 
comunque precisare che nei vertebrati non mammiferi l’esone 4 codifica il PHI 
(Peptide Histidine-Isoleucine amide), che differisce dal PHM solo nell’aminoacido C-
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terminale, dove presenta un’isoleucina al posto della metionina. Questo è un peptide 
biologicamente attivo; ha 27 aminoacidi ed è molto simile al VIP nella sequenza e 
nelle funzioni, anche se è meno potente del VIP (Tatemoto e Mutt, 1981). 
La traduzione dell’mRNA determina quindi la formazione di un precursore del 
VIP, noto come preproVIP, che è lungo 170 aminoacidi ed include, oltre al VIP, il 
peptide segnale e il PHI/PHM (Fig. I). Nel precursore, sia il PHI/PHM sia il VIP 
sono fiancheggiati C-terminalmente dagli aminoacidi Gly-Lys-Arg, che guidano il 
processamento del precursore, dal momento che costituiscono dei putativi siti di 
proteolisi e successiva amidazione; N-terminalmente il PHI/PHM è fiancheggiato da 
una Arg, anch’essa potenziale sito di clivaggio, mentre il VIP è fiancheggiato da una 
tipica sequenza dibasica Lys-Arg di proteolisi (Fahrenkrug, 2010). Tuttavia, il 
processamento del precursore può anche seguire una via alternativa in cui il sito 
dibasico di proteolisi dopo il PHI non viene tagliato, portando alla formazione di una 
forma di PHI estesa al C-terminale, definita PHV, che è potente quanto il VIP nel 
determinare il rilassamento dei muscoli lisci (Palle et al., 1992; Yiangou et al., 1987).  
Infine, la struttura conformazionale del VIP riflette quella riportata per gli altri 
membri della superfamiglia; in particolare, numerosi studi conformazionali hanno 
evidenziato che il VIP possiede due segmenti di strutture secondarie: una struttura 
random coil all’N-terminale, contenente circa dieci residui aminoacidici (da 1 a 9), e 
una lunga struttura ad α-elica nella regione C-terminale (dalla posizione 10 al C-
terminale) (Bodanszky et al., 1974; Robinson et al., 1982; Bodanszky e Bodanszky, 
1986; Onoue et al., 2008) (Fig. III). 
 
Figura III: struttura del VIP (Onoue et al., 2008). 
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Dal momento che PACAP e VIP interagiscono con due recettori comuni (vedi cap. 
2), mentre il PACAP interagisce con un recettore a cui il VIP non si lega, sono stati 
condotti numerosi studi per chiarire gli elementi strutturali responsabili della 
selettività del recettore (Onoue et al., 2008). Tali studi hanno dimostrato che la 
regione N-terminale dei peptidi gioca un ruolo cruciale per il legame con il recettore 
PACAP-specifico; in particolare i residui 4 e 5 sono fondamentali per la selettività del 
recettore (Onoue et al., 1999; Onoue et al., 2001); d’altra parte, la formazione della 
struttura ad α-elica C-terminale è critica per il legame con i recettori VPAC (Onoue et 
al., 2004; Gourlet et al., 1996).  
 
1.3 DISTRIBUZIONE E FUNZIONI DEL PACAP E DEL VIP 
Dal momento in cui sono stati scoperti, sono stati condotti molti studi per 
localizzare il PACAP e il VIP. In generale, questi peptidi presentano una distribuzione 
molto ampia nel sistema nervoso, centrale e periferico, così come in numerosi altri 
organi. In sintesi, il PACAP e il VIP hanno un diverso pattern di distribuzione nel 
sistema nervoso centrale, mentre colocalizzano in numerosi organi (Fahrenkrug e 
Hannibal, 2004). I più alti livelli di PACAP, e, tra le due forme, di PACAP38 
(Arimura et al., 1991), sono stati trovati nell’ipotalamo, in particolare nel nucleo para- 
e peri-ventricolare, e nel nucleo soprachiasmatico (Arimura et al., 1991; Masuo et al., 
1993); inoltre il PACAP è presente nel nucleo arcuato, nell’amigdala, nel talamo, nel 
cortex cerebrale, nel midollo allungato e nell’ipofisi posteriore (Arimura et al., 1991; 
Ghatei et al., 1993; Masuo et al., 1993; Fukuhara et al., 1997). Il VIP è ampiamente 
distribuito nell’encefalo, con una considerevole espressione nel cortex cerebrale, 
nell’ippocampo, nell’amigdala, nel nucleo soprachiasmatico e nell’ipotalamo (Koves et 
al., 1991; Mikkelsen e Fahrenkrug, 1994; Acsady et al., 1996; Fahrenkrug e Hannibal, 
2004). Infine sia il PACAP sia il VIP sono presenti nelle fibre nervose che innervano i 
vasi sanguigni cerebrali (Miao e Lee, 1990; Uddman et al., 1993). 
La coespressione del PACAP e del VIP è stata ben documentata in molti sistemi; 
infatti entrambi sono presenti nel sistema gastro-intestinale, cardiovascolare, 
respiratorio, riproduttivo, così come nelle ghiandole endocrine ed esocrine (Ghatei et 
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al., 1993; Werkstrom et al., 1998; Sherwood et al., 2000; Vaudry et al., 2000; Dickson 
e Finlayson, 2009) e nelle cellule e nei tessuti del sistema immunitario (Gaytan et al., 
1994; Leceta et al., 1994; Delgado et al., 1996; Abad et al., 2002). Come riportato 
nell’encefalo, tra le due forme di PACAP, il PACAP38 risulta sempre la forma 
presente in quantità maggiore. In particolare, un’alta concentrazione di PACAP è 
stata riscontrata nelle cellule germinali del testicolo, dove la quantità totale di PACAP 
supera quella presente nell’intero encefalo (Arimura et al., 1991).  
Data l’ampia e simile distribuzione del PACAP e del VIP, è facile immaginare 
che questi siano peptidi pleiotropici con funzioni che spesso si sovrappongono 
(Cardoso et al., 2007a). Nei mammiferi, il PACAP è prevalentemente associato al 
sistema nervoso e svolge un ruolo ipofisiotropico nella secrezione degli ormoni 
ipofisari (Sherwood et al., 2000; Vaudry et al., 2000), mentre il VIP è prevalentemente 
associato al sistema gastrointestinale, agisce come potente vasoregolatore ed è 
coinvolto nella motilità intestinale (Sherwood et al., 2000). Nonostante questa 
distinzione, né il PACAP può essere considerato solo un fattore ipotalamico di 
rilascio di ormoni dell’ipofisi anteriore, né d’altra parte il VIP può essere considerato 
esclusivamente un ormone intestinale. Infatti è sempre più evidente che questi peptidi 
possano agire come ormoni, neurotrasmettitori e fattori trofici in vari tessuti, e sono 
comunemente riconosciuti come principali regolatori della crescita e del 
differenziamento cellulare, con funzioni trofiche e citoprotettive, e come regolatori 
dello sviluppo embrionale, della neurogenesi e di molti tipi di cancro (Couvineau et 
al., 1986; Dejda et al., 2005; Moody et al., 2003a, b; Muller et al., 1995; Waschek, 
1995). 
Non mi soffermerò sulle funzioni svolte da questi peptidi nei singoli organi; si 
rimanda al capitolo 3 per i dettagli sulla distribuzione e le funzioni di questi peptidi 
nel testicolo, in considerazione allo scopo della presente tesi.  
 
1.4 IL PACAP E IL VIP NEI VERTEBRATI  
A seguito della loro scoperta, i geni del PACAP e del VIP sono stati 
caratterizzati soprattutto nei cordati. I tetrapodi possiedono un singolo gene del 
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PACAP e del VIP, mentre nei teleostei, con l’eccezione di Carassius auratus, sono stati 
riportati due geni del PACAP (PACAPa e PACAPb); fino a poco tempo fa si riteneva 
che fosse presente un singolo gene del VIP nei teleostei, fatta eccezione per Carassius 
auratus, in cui sono stati isolati due geni del VIP (goldfish 2A e 11A), che 
probabilmente hanno avuto origine da un evento di duplicazione genica specifica di 
questa specie (Tse et al., 2002; Cardoso et al., 2007a). In realtà, recentemente è stato 
identificato un nuovo gene del VIP anche in altri teleostei e i geni duplicati sono stati 
quindi designati con il nome di VIPa e b (Lee et al., 2007).  
I geni duplicati del PACAP dei teleostei hanno un’organizzazione sovrapponibile a 
quella dei geni dei tetrapodi, con il PRP codificato dall’esone che precede quello che 
codifica il PACAP (Cardoso et al., 2007a). Bisogna tuttavia precisare che 
precedentemente si credeva che, in animali meno evoluti dei mammiferi (tunicati, 
pesci, anfibi, rettili e uccelli), l’esone 4 codificasse un peptide GHRH-like, che nei 
mammiferi è sostituito dal PRP. Tuttavia, recenti dati indicano che nei vertebrati non 
mammiferi, come nei mammiferi, il GHRH è codificato da un gene diverso da quello 
del PACAP (Lee et al., 2007; Wang et al., 2007). 
I geni duplicati del VIP dei teleostei sono di un esone più corti rispetto al gene del 
VIP dei tetrapodi; in particolare, nel gene VIPa dei teleostei manca l’esone 5 rispetto 
all’omologo umano del VIP, mentre nel gene VIPb dei teleostei manca l’esone 2 
(Cardoso et al., 2007a). 
Inoltre trascritti alternativi del PACAP sono stati descritti in tutti i vertebrati. 
In generale, sono stati identificati due trascritti: uno più lungo, che codifica sia il PRP 
sia il PACAP, e una variante più corta derivante da un evento di splicing alternativo 
che esclude l’esone del PRP e codifica quindi esclusivamente il PACAP (McRory et 
al., 1995, 1997; Parker et al., 1993, 1997; Alexandre et al., 2000a). Inoltre, in Danio rerio 
è stato descritto un nuovo trascritto che manca dell’esone 3 che codifica il peptide 
criptico (Krueckl et al., 2003).  
Al contrario, sono stati descritti pochi trascritti alternativi del VIP. In Carassius auratus 
sono stati riportati due trascritti alternativi, uno contenente sia il PHI sia il VIP, l’altro 
contenente solo il PHI (Tse et al., 2002); in Gallus gallus è stato descritto anche un 
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ulteriore trascritto più corto che manca della regione codificante il PHI (Talbot et al., 
1995). 
Le sequenze sia del PACAP sia del VIP si sono altamente conservate nel corso 
dell’evoluzione, come emerge dal confronto delle sequenze di vari vertebrati. 
Per quanto riguarda il PACAP, a seguito della sua scoperta, questo peptide è stato 
identificato in varie specie di vertebrati, sia mammiferi, quali uomo (Hosoya et al., 
1992; Ohkubo et al., 1992), pecora (Miyata et al., 1989, 1990; Kimura et al., 1990), 
ratto (Ogi et al., 1990), topo (Okazaki et al., 1995; Yamamoto et al., 1998), sia in vari 
vertebrati non mammiferi, tra cui uccelli (Gallus gallus (McRory et al., 1997)), rettili 
(Podarcis sicula (Pohl e Wank, 1998, Valiante et al., 2007)), anfibi (Rana ridibunda 
(Chartrel et al., 1991; Yon et al., 2001)), teleostei (Salmo salar (Parker et al., 1993, 
1997), Clarias macrocephalus (McRory et al., 1995), Uranoscopus japonicus (Matsuda et al., 
1997), Carassius auratus (Leung, 1999) e Danio rerio (Fradinger et al., 1996)) ed 
elasmobranchi (Dasyatis akajiei (Matsuda et al., 1998a, b)); più recentemente è stato 
anche descritto nei tunicati (McRory e Sherwood, 1997). Tra le specie in cui è stato 
identificato, è stata evidenziata un’elevata conservazione nella sequenza: in particolare, 
nei mammiferi il PACAP presenta una perfetta identità nella sequenza aminoacidica 
(Sherwood et al., 2000), mentre nelle altre specie in cui è stato identificato presenta la 
sostituzione di uno o di soli pochi aminoacidi: il PACAP del pollo e della rana 
presentano, rispetto ai mammiferi, la sostituzione di un solo aminoacido (Chartrel et 
al., 1991); nei pesci, invece, il PACAP, in confronto con quello dei mammiferi, 
presenta tre o quattro sostituzioni aminoacidiche, che si trovano, con una sola 
eccezione, nella regione C-terminale (Sherwood et al., 2000; Vaudry et al., 2000; 
Valiante et al., 2007) (Fig. IV). Questi dati evidenziano quindi che la sequenza del 
PACAP è altamente conservata ed è rimasta quasi invariata per un periodo di circa 
700 milioni di anni (Arimura, 1998); un simile livello di identità non è stato 
riscontrato per nessun altro ormone di grandezza comparabile al PACAP, il che 
suggerisce che le sue funzioni possano essere essenziali per la sopravvivenza. 
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Figura IV: confronto della sequenza del PACAP in vertebrati e tunicati (Valiante et al., 2007). 
Per quanto riguarda il VIP, a seguito della sua scoperta, questo peptide è stato 
identificato in vari vertebrati, sia mammiferi, quali uomo (Itoh et al., 1983; Tsukada et 
al., 1985; Yamagami et al., 1988), maiale (Mutt e Said, 1974), cavia (Du et al., 1985; 
Eng et al., 1986), ratto (Dimaline et al., 1984), topo (Lamperti et al., 1991) e opossum 
(Eng et al., 1992), sia in vari vertebrati non mammiferi, quali uccelli (Gallus gallus 
(Nilsson, 1975; McFarlin et al., 1995; Talbot et al., 1995)), rettili (Alligator mississipiensis 
(Wang e Conlon, 1993)), anfibi (Rana ridibunda (Chartrel et al., 1995)), teleostei (Sparus 
aurata (Power e Ingleton, 1998), Danio rerio (XM001335417; CK362621), Gadus morhua 
(Thwaites et al., 1989), Oncorhynchus mykiss (Wang e Conlon, 1995), Carassius auratus 
(Tse et al., 2002)) ed elasmobranchi (Squalus acanthias (Dimaline et al., 1987)). Anche 
la sequenza aminoacidica del VIP, come quella del PACAP, è risultata altamente 
conservata tra i vertebrati e le differenze osservate sono prevalentemente dovute a 
sostituzioni nella regione centrale e C-terminale; in particolare, tra i mammiferi la 
sequenza del VIP è generalmente conservata, eccetto che nel caso delle sequenze della 
cavia e dell’opossum, che presentano almeno quattro aminoacidi diversi rispetto al 
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VIP degli altri mammiferi; il VIP maturo umano differisce in almeno 4 aminoacidi se 
confrontato con quello degli uccelli, dei rettili, degli anfibi e dei teleostei (Sherwood et 
al., 2000; Cardoso et al., 2007a) (Fig. V). 
 
Figura V: confronto tra la sequenza del VIP in vari vertebrati (Sherwood et al., 2000). 
Per quanto riguarda le funzioni svolte dal PACAP e dal VIP nei vertebrati non 
mammiferi, negli uccelli, nei rettili e negli anfibi questi peptidi esercitano funzioni 
simili a quelle che sono state descritte nei mammiferi (Chartrel et al., 1995; Hu et al., 
2000a; Olsson, 2002; Sherwood et al., 2000; Valiante et al., 2007). Probabilmente lo 
stesso si può dire per i teleostei, anche se il significato funzionale della presenza di 
geni duplicati rimane da chiarire (Cardoso et al., 2007a). 
Considerate le parentele filetiche, le indagini sulla probabile evoluzione del 
PACAP e del VIP, dopo essere state condotte sui vertebrati, sono state effettuate nei 
tunicati.  
Nel Chelyosoma productum sono stati identificati due geni che codificano il PACAP, il 
pacap1 e il pacap2; questi geni hanno un’elevata identità di sequenza e codificano 
entrambi un peptide PRP-like e il PACAP27, mentre non è stato identificato il 
PACAP38. Il pacap1 codifica un peptide PRP-like, che mostra il 59% di identità con il 
GHRH umano e il 61% con il glucagone, e il PACAP27, che mostra il 96% di identità 
(26 aa su 27) con il PACAP27 umano. Il pacap2 codifica due peptidi: il primo ha il 
59% di identità con il GHRH, il secondo ha l’85% di identità con il PACAP27 umano 
e l’89% di identità con il PACAP codificato dal gene pacap1 (McRory e Sherwood, 
1997). 
È stato recentemente proposto un modello per spiegare gli eventi evolutivi che hanno 
portato alla formazione dei geni del GHRH, del PRP-PACAP e del PHI-VIP (Lee et 
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al., 2007); saranno considerati insieme questi geni dal momento che, tra i vari membri 
della superfamiglia della secretina, hanno seguito la stessa linea evolutiva. Secondo 
questo modello, i protocordati possedevano una sola copia di un gene PACAP-like, 
che codificava un solo peptide e, a seguito di una duplicazione esonica, si sarebbe 
venuto a formare il gene ancestrale del PRP-PACAP. L’identità mostrata tra esoni 
dello stesso gene in Chelyosoma productum supporta tale ipotesi; difatti le sequenze 
aminoacidiche codificate dagli esoni 3 e 4 del gene pacap1 hanno una identità del 44%; 
in modo simile, nel gene pacap2, i nucleotidi degli esoni 3 e 4 hanno un’identità del 
57%, mentre le sequenze aminoacidiche da questi codificate hanno un’identità del 
48% (McRory e Sherwood, 1997). A seguito di questa duplicazione esonica, due 
eventi di duplicazione genomica (1R e 2R) (Hughes, 1999), avrebbero portato alla 
formazione di quattro geni paraloghi, tre dei quali sarebbero rimasti sotto il nome di 
PRP-PACAP, PHI-VIP e GHRH; secondo questa ipotesi, questi eventi di 
duplicazione si sarebbero verificati l’uno precocemente nei deuterostomi e l’altro 
prima dell’origine degli gnatostomi (Hughes, 1999). La presenza di due geni del 
PACAP nei tunicati è probabilmente da attribuire ad un evento di duplicazione genica 
piuttosto recente avvenuto dopo la divergenza iniziale, come suggerito anche dai 
livelli molto elevati di somiglianza tra i due geni in termini di struttura genica e di 
sequenza aminoacidica. D’altra parte, se questi due geni esistevano prima degli eventi 
1R e 2R, gli eventi di duplicazione genomica avrebbero portato alla formazione di 8 e 
non di 4 geni paraloghi nei vertebrati. 
Dunque, in base a questo modello, a seguito del primo evento di duplicazione (1R), il 
gene ancestrale PRP-PACAP si sarebbe duplicato e ciascuna copia sarebbe andata 
incontro a mutazioni: una delle due avrebbe dato origine al PRP-PACAP, mentre 
nell’altra copia, una volta assicuratasi la funzione primaria conservando il PACAP, il 
PRP sarebbe mutato in GHRH e una delezione esonica avrebbe portato alla perdita 
del PACAP. A seguito poi del secondo evento di duplicazione genomica (2R), la 
copia duplicata del gene PRP-PACAP sarebbe mutata ed avrebbe quindi acquisito 
nuove funzioni per diventare PHI-VIP: il PHI e il VIP infatti sono simili al PRP e al 
PACAP, rispettivamente (Lee et al., 2007). 
 Capitolo 1: PACAP e VIP: struttura e funzioni 
21 
 
Infine un terzo evento di duplicazione genomica (3R) si sarebbe verificato nei 
teleostei, dopo la divergenza che ha portato ai tetrapodi, e avrebbe quindi portato alla 
formazione dei geni duplicati del PRP-PACAP e del PHI-VIP (Van de Peer et al., 
2003; Meyer e Van de Peer, 2005). 
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CAPITOLO 2 
I RECETTORI DEL PACAP E DEL VIP 
 
I recettori del PACAP e del VIP (PAC1 e VPAC) sono membri della famiglia 
dei recettori della secretina accoppiati a proteine G (GPCR) o famiglia 2 dei GPCR, 
che include recettori per importanti ormoni e neuropeptidi, come la secretina, la 
calcitonina, il VIP e il PACAP, con circa 55 membri riconosciuti dallo IUPHAR 
(International Union of Basic and Clinical Pharmacology). I recettori PAC1 e VPAC, 
come gli altri membri della famiglia 2 dei GPCR, mostrano un’identica organizzazione 
strutturale, caratterizzata dalla presenza di 7 segmenti transmembrana (TM), un lungo 
segmento N-terminale a cui si lega il ligando e una regione C-terminale che interagisce 
con la proteina G (Laburthe et al., 2002). I domini transmembrana sono collegati tra 
loro da tre loop intracellulari e tre loop extracellulari, che svolgono importanti 
funzioni nell’attivazione dei recettori. La regione N-terminale dei recettori è 
extracellulare ed è caratterizzata dalla presenza di sei cisteine conservate e siti di N-
glicosilazione, che sono cruciali per la conformazione del recettore e l’interazione con 
il ligando (Hashimoto et al., 1997; Holtmann et al., 1995; Laburthe et al., 2002), per la 
quale però il solo dominio N-terminale non è sufficiente, ma sono necessari anche dei 
punti di contatto sui loop extracellulari (Lins et al., 2001; Unson, 2002). A seguito del 
legame con il ligando, i recettori mediano la segnalazione intracellulare attraverso le 
proteine G, che si legano al terzo loop intracellulare e al dominio C-terminale, 
facendo così partire la trasduzione del segnale che vede coinvolti il cAMP, l’IP3 o il 
calcio (Couvineau et al., 2003, Dickson et al., 2006a, b; Laburthe et al., 2002; Vaudry 
et al., 2009). 
 
2.1 CLASSIFICAZIONE E VIE DI SEGNALAZIONE DEI RECETTORI 
DEL PACAP E DEL VIP 
Nei tetrapodi, sono stati identificati tre recettori del PACAP e del VIP, 
denominati PAC1, VPAC1 e VPAC2; in base alla diversa affinità di legame per il 
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PACAP e per il VIP, sono stati distinti in recettori di tipo I e di tipo II: al primo 
gruppo, caratterizzato inizialmente nell’ipofisi anteriore e nell’ipotalamo (Lam et al., 
1990), appartiene il recettore PAC1; al secondo gruppo, che è ampiamente diffuso in 
vari organi periferici, i recettori VPAC1 e VPAC2 (Gottschall et al., 1990; Suda et al., 
1992). I recettori di tipo I (PAC1-R) legano quasi esclusivamente il PACAP, dal 
momento che hanno un’affinità di legame molto alta per il PACAP38 e 27 e molto 
più bassa per il VIP (circa 1000 volte inferiore) (Cauvin et al., 1991; Gottschall et al., 
1990, 1991; Lam et al., 1990; Suda et al., 1992); i recettori di tipo II (VPAC1-R e 
VPAC2-R) legano PACAP e VIP con la stessa affinità (Gottschall et al., 1990; Lam et 
al., 1990), ma sono stati suddivisi in due classi in base alla loro affinità per 
l’elodermina (Christophe et al., 1986) e la secretina (Hubel, 1972): il VPAC1-R 
presenta bassa affinità per la secretina e l’elodermina, mentre il VPAC2-R possiede 
un’alta affinità per l’elodermina, ma non lega la secretina (Arimura, 1993). 
Una volta attivi, i recettori PAC/VPAC possono innescare vie di trasduzione 
del segnale diverse (Fig. VI). Innanzitutto, l’attivazione dei recettori può portare ad un 
aumento di cAMP dipendente dall’attivazione della proteina Gαs (Dickson e 
Finlayson, 2009). Tuttavia, i recettori PAC/VPAC possono stimolare anche la 
produzione di altri secondi messaggeri; ad esempio, possono stimolare la produzione 
di calcio intracellulare ([Ca2+]; Dickson et al., 2006a, b) attraverso la via delle proteine 
Gαq (attivata tanto dal recettore PAC1 quanto dai recettori VPAC; MacKenzie et al., 
1996; Van Rampelbergh et al., 1996; Langer e Robberecht, 2005) o Gαi (attivata 
esclusivamente dai recettori VPAC; MacKenzie et al., 1996; Langer e Robberecht, 
2005). L’attivazione dei recettori PAC/VPAC può modulare l’attività della fosfolipasi 
D (PLD; Morisset et al., 1995; McCulloch et al., 2000): nel caso dei recettori VPAC e 
dell’isoforma hop1 del recettore PAC1 (vedi par. 2.2), l’attività della PLD dipende 
dall’attivazione della piccola proteina G ARF (ADP-Ribosilation Factor; McCulloch 
et al., 2000); invece, nel caso delle altre isoforme del recettore PAC1, l’attivazione 
della PLD non dipende da ARF, ma è dipendente dalla fosfolipasi C (PLC; 
McCulloch et al., 2000). Inoltre questi recettori attivano tirosina kinasi (Morisset et al., 
1995), canali del calcio (Chatterjee et al., 1996; Tompkins et al., 2006), GTPasi RhoA 
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(Henle et al., 2006), MAPK (Moroo et al., 1998), monossido di carbonio (Watkins et 
al., 2004) e Src (Macdonald et al., 2005). 
 
Figura VI: vie di trasduzione del segnale che possono essere stimolate dall’attivazione dei recettori 
PAC/VPAC (Dickson e Finlayson, 2009). 
 
2.2 IL RECETTORE PAC1 
La sequenza del cDNA del recettore PAC1 è stata determinata per la prima 
volta in una linea cellulare di carcinoma degli acini pancreatici (Pisegna e Wank, 
1993); questo cDNA codifica una proteina di 495 aminoacidi (circa 60 kDa) a sette 
segmenti transmembrana, e mostra un alto grado di somiglianza con i cDNA dei 
recettori del glucagone, della secretina e della calcitonina. Successivamente il gene del 
recettore PAC1 è stato clonato in vari mammiferi, quali uomo (Ogi et al., 1993; 
Pisegna e Wank, 1996), ratto (Hashimoto et al., 1993; Spengler et al., 1993), topo 
(Hashimoto et al., 1996a), e vertebrati non mammiferi (vedi par. 2.4). 
Il gene del PAC1-R nell’uomo è localizzato sul cromosoma 7 (Brabet et al., 
1996); è costituito da 18 esoni, dieci dei quali sono costitutivamente espressi (esoni 2, 
3, 7-13 e 18), mentre l’espressione dei restanti 7 (esoni 4-6 e 14-17) è regolata (Lutz et 
al., 2006). Nel topo, il gene del PAC1-R è lungo più di 50 kb ed è costituito da 18 
esoni (Aino et al., 1995); nel ratto il gene è lungo 40 kb, è costituito da 15 esoni e si 
trova sul cromosoma 4 (Chatterjee et al., 1997). L’organizzazione in introni/esoni del 
gene del PAC1-R è molto simile a quella degli altri membri della famiglia di recettori 
della secretina. Lo splicing alternativo del trascritto di questo gene rappresenta un 
meccanismo di regolazione coinvolto nell’espressione tessuto-specifica del gene e/o 
nella stabilità dell’mRNA. Lo splicing alternativo determina la formazione di 
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numerose isoforme di questo recettore (Fig. VII), tanto che il PAC1R è stato definito 
uno dei recettori GPCR con più varianti di splicing, che differiscono nei domini 
intracellulari, transmembrana e N-terminali (Dautzenberg et al., 1999). 
 
 
Figura VII: isoforme del recettore PAC1 (Dickson e Finlayson, 2009). 
La maggior parte delle isoforme note deriva dallo splicing alternativo degli inserti 
hip/hop nella terza ansa intracellulare (Spengler et al., 1993). Le varianti sono 
caratterizzate dall’assenza o dalla presenza di due cassette di 28 (forma hip o hop1) o 
di 27 (forma hop2) aminoacidi (Journot et al., 1994). È possibile quindi distinguere: 
l’isoforma null, che è quella breve, caratterizzata dall’assenza delle due cassette (PAC1-
R-null), l’isoforma hip, l’isoforma hop1, l’isoforma hop2, le isoforme hip-hop1/hip-
hop2 (Fig. VII). 
Queste varianti sono accoppiate a diverse vie di trasduzione del segnale: nei 
mammiferi, tutte queste isoforme sono in grado di attivare la via dell’adenilato ciclasi, 
tuttavia solo le varianti null e hop attivano anche la via di segnalazione della 
fosfolipasi C, mentre le isoforme hip-hop hanno una capacità ridotta di attivare la 
fosfolipasi C; infine la variante hip non è in grado di attivare questa via di 
segnalazione (Spengler et al., 1993; Journot et al., 1994; Pisegna e Wank, 1993, 1996).  
Successivamente è stata poi identificata anche una isoforma caratterizzata da una 
delezione di 21 aminoacidi nel dominio extracellulare N-terminale (Pantaloni et al., 
1996; Dautzenberg et al., 1999), che è stata definita “variante corta” (PAC1-R-s) (Fig. 
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VII) e che deriva dallo splicing alternativo; questa isoforma, a differenza delle 
isoforme che contengono questi 21 aminoacidi, mostra un lieve aumento nell’affinità 
per il PACAP27, il che sta ad indicare che la presenza di questi 21 aminoacidi 
contribuisce ad influenzare la selettività del recettore per il PACAP38 o 27. 
L’isoforma corta attiva la PLC e l’AC (Pantaloni et al., 1996).  
Nel 1999 è stata poi identificata un’altra variante caratterizzata dalla delezione di 57 
aminoacidi nel dominio extracellulare N-terminale (Dautzenberg et al., 1999); la 
sequenza deleta comprende i 21 aminoacidi della variante corta descritta da Pantaloni 
e colleghi (1996) in aggiunta ad altri 36 residui, per cui è stata definita come isoforma 
“molto corta”. Il PACAP27 e il PACAP38 si legano con minore affinità a questa 
isoforma rispetto alla null o alla corta, anche se comunque la variante molto corta è 
un recettore selettivo del PACAP (Dautzenberg et al., 1999; Dickson e Finlayson, 
2009). 
Nel cervelletto del ratto è stata poi clonata un’altra variante del recettore del PACAP, 
chiamata PAC1-R TM4 (Fig. VII), che differisce dalla variante corta per la presenza di 
sequenze diverse nei domini transmembrana II e IV (Chatterjee et al., 1996). In modo 
sorprendente, l’attivazione del PAC1-R TM4 non ha effetto sull’attività dell’AC o 
della PLC, ma causa un ingresso di calcio attraverso i canali del calcio di tipo L 
voltaggio-dipendenti (Chatterjee et al., 1996). 
Infine, nel 2001 Daniel e colleghi hanno descritto nel testicolo di ratto una isoforma 
che ha 24 aminoacidi addizionali nel dominio di legame al ligando N-terminale, per la 
presenza di una cassetta tra gli esoni 3 e 4; tale isoforma è stata definita pertanto 
PAC1R (3a) (Daniel et al., 2001). 
Quindi in generale i PAC1-R, fatta eccezione per il PAC1-R-TM4, sono in grado di 
attivare sia l’AC sia la PLC, anche se le diverse isoforme hanno una diversa capacità di 
attivare l’una o l’altra via di trasduzione del segnale.  
 
2.3 I RECETTORI VPAC 
Il gene del recettore VPAC1 è stato clonato per la prima volta nel ratto, dove 
codifica una proteina di 459 aminoacidi (Ishihara et al., 1992), che presenta il 50% di 
 Capitolo 2: I recettori del PACAP e del VIP 
27 
 
identità nella sequenza aminoacidica con il recettore PAC1 (Pisegna e Wank, 1993). Il 
gene del VPAC1-R è stato successivamente clonato nell’uomo, dove codifica una 
proteina di 457 aminoacidi e possiede l’84% di identità con il VPAC1-R di ratto 
(Sreedharan et al., 1993); il gene è lungo 22 kb, è formato da 13 esoni ed è localizzato 
sul cromosoma 3 (Sreedharan et al., 1995). Il gene del VPAC1-R è stato 
successivamente clonato anche nel topo (Johnson et al., 1996) e in vari vertebrati non 
mammiferi (vedi par. 2.4). Il PACAP e il VIP si legano al recettore VPAC1 con 
un’affinità simile e, a seguito di tale legame, determinano l’attivazione delle vie 
dell’AC e della PLC; infatti, oltre a stimolare l’AC, il VIP induce il rilascio del Ca2+ 
dalle riserve intracellulari nelle cellule che esprimono il VPAC1-R (in questo processo, 
la terza ansa intracellulare del recettore è necessaria per attivare la via inositolo 
fosfato/calcio (Langer et al., 2002)) (Fig. VI). 
Il recettore VPAC2 è stato descritto per la prima volta nell’ipofisi di ratto (Lutz 
et al., 1993) e successivamente ritrovato anche nel topo a livello delle cellule β che 
secernono insulina (Inagaki et al., 1994) e nell’uomo a livello della placenta (Adamou 
et al., 1995); i recettori di ratto e di uomo presentano una identità nella sequenza 
aminoacidica dell’87%. Questo recettore è codificato da 13 esoni e il gene umano è 
lungo 117 kb. Il gene del VPAC2-R è localizzato sul cromosoma 7 nell’uomo (Mackay 
et al., 1996) e sul cromosoma 4 nel ratto (Cai et al., 1995). Il VPAC2-R ha un’affinità 
simile per il PACAP e il VIP (Lutz et al., 1993). Il legame di questi ligandi con questo 
recettore determina l’attivazione delle vie dell’AC e della PLC (Fig. VI) (Dickson e 
Finlayson, 2009). 
Diversamente dal recettore PAC1, per il quale sono state identificate da subito 
numerose isoforme derivanti dallo splicing alternativo, varianti dei recettori VPAC 
sono state identificate solo recentemente, tanto che fino a poco tempo fa si riteneva 
non esistessero. In particolare, sebbene il VPAC1R e il VPAC2R siano dei recettori a 
sette segmenti transmembrana, per entrambi recentemente è stata caratterizzata 
un’isoforma a cinque segmenti transmembrana derivante dallo splicing alternativo 
(Bokaei et al., 2006). Queste isoforme, definite appunto VPAC1-5TM e VPAC2-5TM, 
sono caratterizzate dalla delezione di 88 e 74 aminoacidi, rispettivamente, nel terzo 
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dominio intracellulare, nel terzo dominio extracellulare e nel sesto e nel settimo 
dominio transmembrana (Bokaei et al., 2006), risultando appunto in una forma a 
cinque segmenti transmembrana. Analizzando le proprietà funzionali della forma 
tronca del VPAC1R, è emerso che in presenza di tale isoforma si registra un ridotto 
accoppiamento con la via di segnalazione del cAMP (Bokaei et al., 2006). Dal 
momento che questo è stato il primo studio a riportare l’esistenza di varianti del 
recettore VPAC1, e più in generale dei recettori VPAC, saranno necessari ulteriori 
studi per accertare la distribuzione e il significato fisiologico di queste isoforme 
(Dickson e Finlayson, 2009). 
È stato infine descritto un recettore specifico per il VIP nelle cellule muscolari 
lisce di cavia, che differisce dal recettore VPAC2R per soli 2 aminoacidi nel dominio 
di legame N-terminale (Teng et al., 2001; Zhou et al., 2006); la sostituzione di questi 
due aminoacidi determina un’affinità di legame elevata per il VIP e molto bassa per le 
due forme di PACAP (Zhou et al., 2006).  
 
2.4 DISTRIBUZIONE DEI RECETTORI DEL PACAP E DEL VIP 
La distribuzione dei recettori PAC1 e VPAC è stata ampiamente studiata e 
risulta simile a quella dei loro ligandi; infatti, in modo simile al PACAP e al VIP, sono 
ampiamente distribuiti nel sistema nervoso, gastrointestinale, riproduttivo e 
immunitario (Sherwood et al., 2000; Vaudry et al., 2000). 
Per quanto riguarda il recettore PAC1, è stata registrata un’espressione 
notevole nell’encefalo (Hashimoto et al., 1993; Ogi et al., 1993) e bassa nei polmoni e 
nel fegato (Hosoya et al., 1992). Sono stati poi condotti molti studi sulla distribuzione 
di tale recettore, spesso senza soffermarsi eccessivamente sulle singole varianti. Tali 
studi hanno evidenziato che, nell’ambito del sistema nervoso, il PAC1R è presente nel 
bulbo olfattivo, nell’ippocampo, nell’area postrema, nella corteccia cerebrale, 
cerebellare, cingolata ed entorinale, così come nell’ipotalamo, nell’amigdala e nel 
talamo (Hashimoto et al., 1996b; Vaudry et al., 2000; Joo et al., 2004; Kalamatianos et 
al., 2004). Il PAC1R è inoltre presente nell’ipofisi, nella parte midollare della ghiandola 
adrenale, nell’utero, nel tessuto linfoide dell’intestino, nel testicolo e nell’epididimo 
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(Shivers et al., 1991; Reubi et al., 2000; Vaudry et al., 2000). Dagli studi condotti 
invece sulla singole isoforme del recettore PAC1 è emerso che queste varianti hanno 
una diversa distribuzione tissutale e che, tra le varie isoforme, la null e la hop sono le 
isoforme maggiormente presenti nell’encefalo e l’isoforma hop in particolare è la 
forma predominante nel testicolo, nel bulbo olfattivo e nella ghiandola adrenale 
(Splengler et al., 1993; Zhou et al., 2000). Le altre isoforme hanno una distribuzione 
generalmente più limitata (Spengler et al., 1993): l’isoforma hip è presente, anche se a 
livelli più bassi della null o della hop, nel bulbo olfattivo e nell’ippocampo. L’mRNA 
dell’isoforma PAC1TM4 è stato localizzato nella corteccia cerebrale, nel cervelletto, 
nei polmoni e nel pancreas (Chatterjee et al., 1996), dove è coinvolta nella regolazione 
del rilascio dell’insulina da parte delle isole del pancreas mediato dal PACAP (Yada et 
al., 1994); l’isoforma corta è presente solo nell’ipotalamo, nel talamo, nell’ipofisi e 
nella ghiandola adrenale (Pantaloni et al., 1996). Infine, l’isoforma PAC1(3a) è stata 
inizialmente localizzata nel testicolo (Daniel et al., 2001), ma uno studio più recente 
ha evidenziato la sua presenza anche negli astrociti corticali di ratti appena nati (Pilzer 
e Gozes, 2006). 
Per quanto riguarda i recettori VPAC, entrambi sono stati localizzati nel sistema 
nervoso centrale, anche se in generale il recettore PAC1 è maggiormente presente a 
questo livello (Basille et al., 2006). I recettori VPAC1 e VPAC2 hanno però nel 
sistema nervoso centrale una distribuzione completamente diversa (Ishihara et al., 
1992; Usdin et al., 1994). Infatti il VPAC1R è presente per lo più nella corteccia 
cerebrale e nell’ippocampo, mentre il VPAC2R è presente nel talamo, nell’amigdala e 
nel nucleo soprachiasmatico (Usdin et al., 1994; Sheward et al., 1995). Inoltre questi 
recettori sono distribuiti in modo apparentemente complementare; infatti, sono 
coespressi in molte aree del sistema nervoso centrale, ma quando ciò accade in realtà 
si trovano in diversi strati di cellule: ad esempio, entrambi sono presenti nel bulbo 
olfattivo, ma il VPAC1 è presente nello strato esterno e il VPAC2 in quello interno 
(Usdin et al., 1994). Per quanto riguarda la loro distribuzione negli organi periferici, il 
VPAC1R è altamente rappresentato nei polmoni, nell’intestino, nel pancreas e nella 
parte midollare della ghiandola adrenale, mentre il VPAC2R è localizzato 
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principalmente nell’ipofisi, nell’ovario, nel testicolo, nella milza e nella parte corticale 
della ghiandola adrenale (Vaudry et al., 2009). 
 
2.5 I RECETTORI DEL PACAP E DEL VIP IN VERTEBRATI NON 
MAMMIFERI 
I recettori del PACAP e del VIP sono stati identificati anche in vari vertebrati 
non mammiferi (Vaudry et al., 2009). 
Per quanto riguarda il recettore PAC1, il suo cDNA è stato clonato negli uccelli 
(Gallus gallus (Peeters et al., 1999)), negli anfibi (Xenopus laevis (Hu et al., 2000b), Rana 
ridibunda (Alexandre et al., 1999)) e in vari teleostei (Carassius auratus (Wong et al., 
1998), Takifugu ribripes (isoforme A e B; Cardoso et al., 2004), Sparus aurata (isoforme 
A e B e variante hop1 dell’isoforma A; Cardoso et al., 2007b), Danio rerio (Wu et al., 
2008)). Conformemente con l’idea che il PAC1R è un recettore specifico per il 
PACAP, è stato dimostrato che anche nei vertebrati non mammiferi questo lega 
esclusivamente il PACAP nelle sue due forme 38 e 27 (Vaudry et al., 2009). Anche nei 
vertebrati non mammiferi sono state descritte isoforme di questo recettore: in Gallus 
gallus è stata riportata l’isoforma hop1 (Peeters et al., 1999), negli anfibi sono state 
riportate tre isoforme, PAC1-R25 (omologa dell’isoforma hop1), PAC1-R41 (che ha 
una cassetta che non corrisponde a nessuna delle isoforme descritte nei mammiferi) e 
PAC1-Rmc (che ha un dominio intracellulare C-terminale del tutto diverso da quello 
dei mammiferi) (Alexandre et al., 1999, 2001, 2002; Hu et al., 2000b). Tra i teleostei le 
isoforme hop1 e hop2, omologhe a quelle dei mammiferi, sono state descritte in 
Carassius auratus (Kwok et al., 2006), Danio rerio (Fradinger et al., 2005) e Sparus aurata 
(Cardoso et al., 2007b).  
Per quanto riguarda i recettori VPAC, il gene del VPAC1R è stato clonato 
nell’anfibio Rana ridibunda (Alexandre et al., 1999), in vari teleostei (Carassius auratus 
(Chow et al., 1997), Takifugu rubripes (isoforme A e B; Cardoso et al., 2004) e Danio 
rerio (Wu et al., 2008)) e nell’elasmobranco Squalus acanthias (Bewley et al., 2006). 
Diversamente dai mammiferi, in cui questo recettore ha la stessa affinità per il 
PACAP e per il VIP, in Carassius auratus (Chow et al., 1997) e in Squalus acanthias 
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(Bewley et al., 2006) il VPAC1R ha una maggiore affinità per il VIP; tuttavia, nella 
rana, come nei mammiferi, questo recettore lega allo stesso modo PACAP e VIP 
(Alexandre et al., 2000b), il che suggerisce che la capacità del recettore di interagire 
con il PACAP potrebbe essere emersa solo dopo che si è originata la linea evolutiva 
che ha portato ai tetrapodi.  
Il gene del VPAC2R è stato clonato nella rana Rana tigrina rugulosa (Hoo et al., 2001) e 
in vari teleostei (Carassius auratus (Tse et al., 2002), Danio rerio (Wu et al., 2008) e 
Takifugu rubripes (Cardoso et al., 2004)). Nei teleostei, questo recettore, pur essendo 
strutturalmente simile al VPAC2R dei mammiferi, presenta un’elevata affinità per il 
PHI (Tse et al., 2002), mentre nella rana è simile ai mammiferi (Hoo et al., 2001). 
Questo suggerisce che il recettore VPAC2R/PHI-R nei bassi vertebrati probabilmente 
era un recettore per il PHI e solo successivamente è diventato un recettore 
PACAP/VIP, per poi restare solo tale dopo la divergenza della linea dei tetrapodi 
(Vaudry et al., 2009). Ulteriori studi in bassi vertebrati potranno aiutare a chiarire 
questo punto.  
Diversamente dai mammiferi, nei vertebrati non mammiferi non sono state 
identificate isoforme dei recettori VPAC. 
In generale l’attivazione dei recettori del PACAP e del VIP anche nei 
vertebrati non mammiferi determina la stimolazione dell’adenilato ciclasi e, solo nel 
caso del recettore PAC1, della fosfolipasi C (Fradinger et al., 2005; Kwok et al., 2006). 
Per quanto riguarda la localizzazione dei recettori del PACAP e del VIP, gli 
studi disponibili nei vertebrati non mammiferi suggeriscono una distribuzione simile a 
quella riportata nei mammiferi (Alexandre et al., 1999, 2001, 2002; Hoo et al., 2001; 
Peeters et al., 1999, 2000). Per quanto riguarda le varie isoforme, in Gallus gallus 
l’isoforma PAC1hop1 è presente solo nell’encefalo e nelle gonadi (Peeters et al., 1999, 
2000); nella rana le isoforme PAC1-R25, PAC1-R41 e PAC1-Rmc sono 
abbondantemente rappresentate nel sistema nervoso e la PAC1-R25 è presente anche 
nel testicolo, nella milza e nel cuore (Alexandre et al., 2002). Nei teleostei, gli studi 
circa la localizzazione dei recettori sono piuttosto limitati, ma quelli pubblicati 
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suggeriscono una localizzazione sovrapponibile a quella riportata nei tetrapodi 
(Cardoso et al., 2004). 
 
2.6 EVOLUZIONE DEI RECETTORI DEL PACAP E DEL VIP 
È ampiamente dimostrato che i recettori per un neuropeptide esistono in una 
varietà di sottotipi che sono codificati da geni diversi. Poiché la sequenza nucleotidica 
nelle regioni che codificano le proteine dei tre cDNA dei recettori del PACAP e del 
VIP è altamente conservata (50% di identità tra recettori a due a due), sembra che 
questi tre geni abbiano avuto origine da un gene ancestrale comune che 
successivamente si è duplicato e nel corso dell’evoluzione si sono poi separati i vari 
geni (Ishihara et al., 1992; Lutz et al., 1993; Pisegna e Wank, 1993; Inagaki et al., 
1994). Il fatto che i geni del PAC1-R e del VPAC2-R sono entrambi localizzati sullo 
stesso cromosoma (cromosoma 7 nell’uomo e 4 nel ratto), mentre il gene del VPAC1-
R si trova su un cromosoma diverso (cromosoma 3 nell’uomo e 8 nel ratto) fornisce 
una prova circa la storia evolutiva dei tre geni (Cai et al., 1995; Sreedharan et al., 
1995). In accordo con questa osservazione, una prima duplicazione avrebbe portato al 
gene del VPAC1-R e a un antenato comune dei geni del PAC1-R e del VPAC2-R. In 
un successivo stadio evolutivo, una seconda duplicazione del gene ancestrale avrebbe 
prodotto due geni separati che codificano il PAC1-R e il VPAC2-R. 
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CAPITOLO 3 
IL PACAP, IL VIP E I LORO RECETTORI NEL TESTICOLO 
DEI VERTEBRATI 
 
Il testicolo è un organo complesso che ha due funzioni fondamentali, la 
spermatogenesi e la steroidogenesi, processi che sono regolati dalle gonadotropine 
ipofisarie, FSH e LH, il cui rilascio è a sua volta stimolato dal GnRH (Matsumoto et 
al., 1986). La spermatogenesi è un processo morfogenetico complesso controllato da 
fattori endocrini e fattori che agiscono per via paracrina e autocrina. Recenti studi 
hanno dimostrato la presenza di molti neuropeptidi nonché dei loro recettori 
all’interno del testicolo, suggerendo che questi possano agire come regolatori locali 
dello sviluppo delle cellule germinali (Li e Arimura, 2003). Tra i neuropeptidi 
identificati a livello testicolare rientrano il GHRH (Campbell e Scanes, 1992), il 
PACAP (Arimura et al., 1991), il VIP (Hannibal et al., 1982), la secretina (Ohta et al., 
1992), l’ossitocina (Nicholson et al., 1984), la somatostatina (Pekary et al., 1984), la 
sostanza P (Schulze et al., 1987) e il neuropeptide Y (Kanzaki et al., 1996). Il ruolo di 
questi neuropeptidi nella fisiologia del testicolo è in gran parte sconosciuto, anche se 
l’avvento di nuove tecniche ha permesso di iniziare a comprendere le complesse 
funzioni di questi peptidi regolatori nel testicolo (Jamen et al., 2000; Gray et al., 2001; 
Hashimoto et al., 2001). Tra tutti quelli descritti a livello testicolare, il PACAP e il VIP 
rivestono un ruolo particolare, dal momento che si inseriscono nell’asse ipotalamo-
ipofisi-gonadi, stimolando, insieme al GnRH, la sintesi e la secrezione delle 
gonadotropine ipofisarie LH (Culler e Paschall, 1991; Counis et al., 2007; Baranowska 
et al., 1999) e FSH (Culler e Paschall, 1991; Counis et al., 2007).  
Di seguito saranno riportate la localizzazione e le funzioni del PACAP, del VIP e dei 
loro recettori nel testicolo dei mammiferi e dei vertebrati non mammiferi. 
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3.1 LOCALIZZAZIONE DEL PACAP, DEL VIP E DEI LORO 
RECETTORI NEL TESTICOLO DEI MAMMIFERI 
Il PACAP, il VIP e i loro recettori sono stati localizzati all’interno del testicolo 
dei mammiferi, mentre le notizie nei vertebrati non mammiferi sono piuttosto scarse 
(vedi par. 3.3). Nei mammiferi, in particolare, tanto l’mRNA quanto le proteine di 
questi neuropeptidi e dei loro recettori sono presenti in modo stadio-specifico 
durante la spermatogenesi (Shioda et al., 1994; Li e Arimura, 2003). 
3.1.1 Il PACAP 
Indubbiamente, tra i vari peptidi localizzati nel testicolo, il PACAP sembra 
avere un’importanza particolare, dal momento che la sua concentrazione nel testicolo 
supera quella di qualsiasi altro peptide testicolare noto (Arimura et al., 1991). Inoltre il 
testicolo è l’organo in cui il PACAP è maggiormente rappresentato; infatti, la quantità 
totale di PACAP presente nei testicoli è superiore a quella trovata nell’intero encefalo 
(Arimura et al., 1991); come nell’encefalo, il PACAP38 è la forma maggiormente 
rappresentata (Arimura et al., 1991). Tutte queste informazioni suggeriscono che 
questo neuropeptide è particolarmente importante nel regolare le funzioni testicolari. 
Il PACAP è presente nei testicoli di ratti sia immaturi (Koh et al., 2003; El-
Gehani et al., 1998a, 2000) sia maturi (Kononen et al., 1994; Shioda et al., 1994; 
Daniel e Habener, 2000). Per quanto riguarda i testicoli di ratti immaturi, l’mRNA del 
PACAP è stato descritto per la prima volta nei testicoli di 28 giorni, immediatamente 
dopo la comparsa degli spermatidi rotondi; i livelli dell’mRNA aumentano 
progressivamente, raggiungendo il picco al giorno 42, e poi lentamente decrescono. 
La proteina invece è presente a bassi livelli nel testicolo dei feti e dei neonati, 
raggiunge poi livelli quasi non rintracciabili al giorno 21, inizia ad aumentare al giorno 
28 e raggiunge i livelli più alti al giorno 56. Negli stadi iniziali dello sviluppo, e in 
particolare nel testicolo di ratti di 14 giorni, l’mRNA e la proteina del PACAP sono 
assenti nei tubuli, mentre sono localizzati nelle cellule peritubulari e interstiziali, per 
cui probabilmente questo peptide contribuisce alla crescita e al differenziamento di 
questo tipo di cellule e può agire come fattore trofico durante lo sviluppo testicolare 
(Koh et al., 2003); negli stadi successivi, la positività si sposta dalle cellule peritubulari 
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e interstiziali alle cellule germinali, in particolare agli spermatidi (Koh et al., 2003). 
Questi risultati suggeriscono che l’espressione del PACAP è regolata e cambi nei 
livelli di mRNA sono poi seguiti da cambi nei livelli di proteina. I bassi livelli di 
proteina trovati nei feti e neonati possono avere origine extratesticolare, come la 
placenta (Li e Arimura, 2003). 
Nel testicolo di ratti adulti, esperimenti di ibridazione in situ (ISH) hanno dimostrato 
che l’mRNA per il PACAP è localizzato nelle cellule germinali all’inizio dello 
sviluppo, e in particolare negli spermatogoni e negli spermatociti I (Shioda et al., 
1994), indicando che la trascrizione del gene del PACAP avviene durante gli stadi 
iniziali del differenziamento delle cellule germinali (McArdle, 1994; Shioda et al., 
1998). L’mRNA del PACAP è stato inoltre localizzato anche negli spermatidi rotondi 
e allungati e in particolare negli stadi III-VII del ciclo spermatogenico; analisi di 
Northern blot hanno mostrato che la più alta quantità di mRNA del PACAP è 
presente dallo stadio V al VII, mentre livelli molto bassi sono presenti negli stadi da I 
a II e da IX a XIV (Kononen et al., 1994). L’espressione stadio-specifica del PACAP 
è stata confermata anche nel testicolo di topo (Cummings et al., 2002). Diversamente, 
non è stato trovato nessun segnale per l’mRNA del PACAP nelle cellule di Leydig e 
di Sertoli (Shioda et al., 1994). Analisi immunoistochimiche hanno evidenziato che la 
proteina è presente solo nelle cellule germinali e in particolare negli spermatidi situati 
vicino al lume dei tubuli seminiferi; in particolare, il PACAP è presente negli 
spermatidi nelle fasi del cappuccio e in quella acrosomica, mentre è assente negli stadi 
iniziali della spermatogenesi, negli spermatozoi e nelle cellule di Sertoli e di Leydig 
(Shioda et al., 1994; Yanaihara et al., 1998). A livello ultrastrutturale, in particolare, è 
stato rilevato che il PACAP è presente nei granuli acrosomiali e nel cappuccio 
acrosomiale (Shioda et al., 1994). Questi dati dimostrano quindi che la presenza 
dell’mRNA del PACAP e della proteina nelle cellule germinali del testicolo è stadio-
specifica e i livelli maggiori sono stati rintracciati negli spermatidi (Li e Arimura, 
2003). 
Il PACAP è stato localizzato anche nei vari tratti dell’epididimo: è più 
abbondante nelle regioni del caput e del corpus rispetto a quella della cauda (Leung et al., 
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1998); la presenza di questo peptide nell’epididimo suggerisce un suo coinvolgimento 
nella regolazione delle secrezioni epididimali, influenzando così la maturazione degli 
spermatozoi lungo l’epididimo (Zhou et al., 1997). 
È stato inoltre dimostrato che nel testicolo l’espressione del gene del PACAP è 
controllata da un promotore tessuto-specifico (Daniel e Habener, 2000) che porta alla 
formazione di un mRNA di 1.2 kb, mentre l’mRNA trovato in altri tessuti è di 2.7 kb 
(Hannibal e Fahrenkrug, 1995; Kononen et al., 1994). Il trascritto testicolare del 
PACAP ha una 3’-UTR tronca e una regione al 5’ diversa da quella osservata nel 
trascritto presente nell’encefalo; questo mRNA è il risultato dello splicing alternativo 
e della modifica post-trascrizionale (poliadenilazione) dell’mRNA del preproPACAP 
(Harakall et al., 1998). Il promotore testicolo-specifico è stato recentemente 
caratterizzato anche nell’uomo (Tominaga et al., 2010). 
Infine, altri esperimenti hanno dimostrato che l’espressione testicolare del 
PACAP è sotto il controllo dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi; infatti, la 
concentrazione di PACAP è significativamente ridotta nei testicoli di ratto a seguito 
di ipofisectomia, ma la successiva somministrazione di FSH determina un incremento 
del PACAP, suggerendo quindi che l’FSH è un importante regolatore dell’espressione 
testicolare del PACAP (Shuto et al., 1995).  
 
3.1.2 Il VIP 
Diversamente dal PACAP, studi sui trascritti del VIP non hanno evidenziato 
espressione dell’mRNA del VIP nel testicolo di feti o di neonati usando analisi di RT-
PCR e di Northern blot (El-Gehani et al., 1998b, c). Il VIP è ampiamente distribuito 
nelle fibre nervose che innervano l’epididimo e l’area interstiziale; in particolare, molte 
fibre nervose contenenti il VIP sono state osservate nella regione della cauda 
dell’epididimo, nel dotto deferente, nelle ghiandole accessorie e nel pene di ratti di 20 
giorni (Zhu et al., 1995; Alm et al., 1977, 1980; Properzi et al., 1992). Il numero di 
fibre positive al VIP aumenta nei ratti di 35 giorni, mentre in ratti più vecchi non 
sono state osservate ulteriori differenze (Properzi et al., 1992). I tubuli seminiferi e la 
regione del caput dell’epididimo non mostrano alcuna immunoreattività (Vaalasti et al., 
 Capitolo 3: PACAP e VIP nel testicolo dei vertebrati 
37 
 
1986), mentre l’epididimo è densamente innervato da fibre immunoreattive al VIP 
(Tainio, 1994). Questi dati suggeriscono che fibre nervose contenenti VIP appaiono 
nel sistema genitale dopo la nascita e raggiungono il pieno sviluppo prima del 
completamento della pubertà. Dall’altro lato, l’immunoreattività per il VIP nel 
testicolo di ratti adulti è molto bassa e difficilmente misurabile con il metodo RIA 
(El-Gehani et al., 1998b, c). 
 
3.1.3 I recettori 
La presenza dei recettori del PACAP e del VIP nel testicolo è stata più volte 
indagata. In generale, è stato evidenziato che nel testicolo di ratti adulti i trascritti del 
PAC1R e del VPAC2R sono espressi a livelli significativi, mentre solo gli spermatozoi 
umani esprimono un alto livello di mRNA del VPAC1R (Li e Arimura, 2003). 
Per quanto riguarda il recettore PAC1, il suo mRNA è stato evidenziato negli 
spermatogoni, negli spermatociti I e negli spermatidi, nonché nelle cellule di Leydig e 
di Sertoli (Shioda et al., 1998). Il PAC1R è presente nelle cellule germinali (Shivers et 
al., 1991), nelle cellule di Sertoli (Heindel et al., 1992) e nelle cellule di Leydig 
(Romanelli et al., 1997). Tra le cellule germinali, studi di autoradiografia condotti con 
125I-PACAP27 hanno evidenziato che il PAC1R è presente negli spermatogoni, negli 
spermatociti, negli spermatidi e nelle code degli spermatozoi (Shivers et al., 1991); 
successivi studi condotti con un anticorpo specifico per il PAC1R hanno invece 
dimostrato che l’immunoreattività è localizzata soprattutto negli spermatidi rotondi, 
con una marcatura particolarmente intensa nell’acrosoma, in modo simile a quanto 
riportato per il PACAP (Arimura e Shioda, 1995). In particolare, Li e colleghi (2004) 
hanno dimostrato che parte di questa positività è presente in modo specifico nel 
citoplasma e non sulla membrana plasmatica e hanno suggerito che il PACAP 
presente nel citoplasma degli spermatidi può legarsi direttamente al PAC1R presente 
anch’esso nel citoplasma e stimolare la via delle MAPK, agendo con un meccanismo 
intracrino (Re, 2003; Li et al., 2004). Il recettore PAC1 è stato descritto anche nelle 
cellule di Leydig, in cui il PACAP attiva l’adenilato ciclasi, la fosfolipasi C (Romanelli 
et al., 1997) e una via di trasduzione accoppiata a un canale del sodio attraverso una 
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proteina G sensibile alla tossina della pertosse (Rossato et al., 1997). Come anticipato 
(paragrafo 2.2), nel testicolo è stata descritta anche un’isoforma particolare del 
recettore PAC1R, definita PAC1R(3a), caratterizzata dalla presenza di 24 aminoacidi 
addizionali nel dominio di legame del ligando; questa isoforma è abbondantemente 
rappresentata negli spermatidi rotondi e nelle cellule di Sertoli (Daniel et al., 2001), ha 
un’affinità per il PACAP38 sei volte maggiore rispetto al PACAP27 ed è accoppiata 
alle vie del cAMP e dell’inositolo fosfato (Daniel et al., 2001). Infine, nei vasi 
deferenti è stata localizzata l’isoforma PAC1R-TM4, una variante che innesca un 
ingresso di calcio a seguito dell’attivazione dei canali del calcio di tipo L (Chatterjee et 
al., 1996). 
Più limitati sono gli studi relativi ai recettori VPAC. Nei testicoli di feti e di 
neonati di ratti, usando RT-PCR, non è stato evidenziato il trascritto del VPAC1R, 
mentre quello del VPAC2R è presente dal giorno 15 (El-Gehani et al., 1998b, c); 
quindi PACAP e VIP possono regolare l’inizio della steroidogenesi, che avviene 
proprio a questo stadio, prima dell’inizio della secrezione di LH, interagendo con il 
recettore VPAC2. Nel testicolo di ratti adulti, l’ibridazione in situ con una sonda per 
VPAC2R ha evidenziato una marcatura all’interno dei tubuli seminiferi, in particolare 
negli spermatociti (Csaba et al., 1997) e nelle cellule di Leydig (Hueso et al., 1989; 
Krempels et al., 1995). Il recettore VPAC1, che sembrerebbe essere assente nel 
testicolo, colocalizza con l’isoforma PAC1(3a) nei vasi deferenti (Moretti et al., 2002). 
 
3.2 FUNZIONI DEL PACAP E DEL VIP NEL TESTICOLO 
La presenza del PACAP e dei recettori del PACAP e del VIP nel testicolo 
fornisce una forte indicazione del fatto che questi neuropeptidi agiscono come 
regolatori locali dell’attività gonadica. Questi peptidi, infatti, sono coinvolti nella 
regolazione della spermatogenesi e della steroidogenesi testicolare, influenzando 
l’attività delle cellule germinali (West et al., 1995), delle cellule di Sertoli (Heindel et 
al., 1992) e delle cellule di Leydig (Romanelli et al., 1997; Rossato et al., 1997; El-
Gehani et al., 1998a).  
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Per quanto riguarda le cellule germinali, studi in vitro hanno evidenziato che il 
PACAP e il VIP attivano la sintesi proteica negli spermatociti e la inibiscono negli 
spermatidi e questi effetti sono mimati da un analogo del cAMP, indicando che una 
delle vie di trasduzione adoperata dal PACAP e dal VIP per influenzare la sintesi 
proteica vede coinvolto il cAMP (West et al., 1995). L’effetto contrastante registrato 
negli spermatociti e negli spermatidi può essere spiegato con il fatto che le cellule 
germinali esprimono in modo stadio-specifico diversi membri della famiglia 
multigenica CREM/CREB (Delmas e Sassone-Corsi, 1994, West et al., 1994), che 
include proteine capaci di attivare o inibire la trascrizione genica. Di conseguenza, 
l’attivazione di diverse proteine può portare ad avere effetti opposti sulla sintesi 
proteica negli spermatociti (attivazione) e negli spermatidi (inibizione) (West et al., 
1995). 
Nelle cellule di Sertoli in coltura il PACAP induce un aumento nella 
concentrazione di cAMP, con conseguente sintesi di 17-estradiolo e aumento della 
secrezione di inibina, in modo dose-dipendente (Heindel et al., 1992). Diversamente è 
stato evidenziato che il VIP non ha alcun effetto a livello delle cellule di Sertoli 
(Heindel et al., 1992). 
Il PACAP e il VIP agiscono anche sulle cellule di Leydig. Il PACAP induce 
una secrezione dose-dipendente di testosterone dalle cellule di Leydig (Romanelli et 
al., 1997; Rossato et al., 1997; El-Gehani et al., 1998a); questo effetto sembra essere 
mediato da un’isoforma del recettore PAC1R accoppiata a un canale del sodio 
attraverso una proteina G sensibile alla tossina della pertosse (Rossato et al., 1997). In 
modo simile, Kasson e colleghi (1986) e Romanelli e colleghi (1997) hanno 
evidenziato che anche il VIP è un induttore della produzione di testosterone. Tali dati 
sono supportati anche dal fatto che topi knockout per il PACAP o per il VIP 
mostrano una ridotta steroidogenesi, con livelli di testosterone più bassi rispetto ai 
topi selvatici (Lacombe et al., 2006, 2007); questo fenomeno è tra l’altro associato ad 
una riduzione dell’espressione dell’mRNA di due componenti della via biosintetica 
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del testosterone, i.e. StAR e 3β-HSD (Lacombe et al., 2006, 2007), il che suggerisce 
che il PACAP e il VIP agiscono sugli elementi della via biosintetica del testosterone. 
Anche le cellule di Leydig fetali rispondono a basse concentrazioni di PACAP, che 
può quindi avere un importante ruolo regolatorio prima dell’inizio della secrezione di 
LH ipofisaria (El-Gehani et al., 2000; Csaba et al., 1997). Il PACAP determina infatti 
un aumento della produzione di cAMP e di testosterone nelle cellule di Leydig isolate 
da embrioni di ratto (El-Gehani et al., 2000); gli stessi effetti sono determinati anche 
dal VIP (El-Gehani et al., 1998b, c), tuttavia il PACAP è almeno cinque volte più 
potente del VIP nello stimolare la steroidogenesi durante la fase fetale (El-Gehani et 
al., 1998a). Il PACAP e il VIP sono quindi probabili candidati per la regolazione 
endocrina/paracrina delle cellule di Leydig fetali, prima ancora dell’intervento dell’LH 
(El-Gehani, 1998a, b, c, 2000). 
Inoltre nell’epitelio dell’epididimo il PACAP stimola la secrezione di cloruro, 
che è importante per l’attivazione e la conservazione degli spermatozoi (Zhou et al., 
1997), per cui il PACAP può agire come regolatore paracrino della maturazione 
spermatica, stimolando gli spermatozoi presenti nell’epididimo, che, pur avendo perso 
la capacità di produrre il PACAP (Shioda et al., 1994), contengono ancora suoi 
recettori (Shivers et al., 1991). Diversamente, è stato dimostrato che la 
somministrazione apicale di VIP non influenza la secrezione epididimale di cloruro 
(Wong, 1990). 
Infine, è stato dimostrato che nel tessuto cavernoso umano il PACAP induce il 
rilascio di noradrenalina in modo dose-dipendente e che il VIP e il PACAP inducono 
la vasodilatazione e stimolano il flusso sanguigno testicolare (Lissbrant e Bergh, 1997; 
Lissbrant et al., 1999), suggerendo che questi peptidi sono coinvolti nell’induzione e 
nel mantenimento dell’erezione (Hedlund et al., 1994, 1995). Un coniugato stearico 
del VIP determina un aumento dell’attività copulatoria e dell’erezione in ratti castrati 
trattati con testosterone (Gozes e Fridkin, 1992), suggerendo che derivati del PACAP 
e del VIP possono essere sviluppati per il trattamento dell’impotenza. 
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3.3 IL PACAP E IL VIP NEL TESTICOLO DI VERTEBRATI NON 
MAMMIFERI 
Se da una parte per i mammiferi sono disponibili molte informazioni circa la 
distribuzione del PACAP, del VIP e dei loro recettori, nonché circa le loro funzioni 
nel testicolo, dall’altra parte i dati disponibili riguardo questi peptidi e i loro recettori 
nei vertebrati non mammiferi sono a tutt’oggi scarsi e spesso in uno stadio iniziale. 
La presenza di questi peptidi e dei loro recettori è stata evidenziata tramite 
PCR nel testicolo di alcuni pesci (Wong et al., 2000), quali Carassius auratus (Kwok et 
al., 2006), Danio rerio (Fradinger e Sherwood, 2000), Protopterus dolloi (Lee et al., 2009), 
Clarias macrocephalus (McRory et al., 1995), Ictalurus punctatus (Small e Nonneman, 2001) 
e, tramite immunoistochimica e PCR, in tilapia Oreochromis mossambicus (Huang et al., 
2009); in particolare in tilapia è stato evidenziato che il PACAP e il PAC1R sono 
presenti nelle cellule interstiziali, ma non negli spermatozoi del testicolo (Huang et al., 
2009), e che il PACAP38 ovino ha un effetto induttivo sull’espressione del PACAP e, 
anche se inferiore, su quella del PAC1R (Huang et al., 2009). 
Nella rana Rana ridibunda, tramite PCR e Northern blot, Alexandre e colleghi 
(2000a, 2002) hanno evidenziato che il PACAP non è presente nel testicolo, 
diversamente dai mammiferi, in cui questo è presente in elevate quantità (Arimura et 
al., 1991), mentre sono stati evidenziati bassi livelli del suo recettore PAC1 (Alexandre 
et al., 2002). L’assenza del PACAP nel testicolo di rana può essere dovuta al fatto che 
il gene viene espresso solo in rane sessualmente attive e non negli animali tenuti in 
cattività; in alternativa, nella rana il PACAP non è coinvolto nella regolazione 
dell’attività testicolare (Alexandre et al., 2000a). 
Nel tritone Triturus carnifex, infine, Gobbetti e Zerani (2002) hanno dimostrato 
che il PACAP38 induce la sintesi di PGE2, cAMP, 17β-estradiolo e di aromatasi, 
mentre riduce i livelli di testosterone; la somministrazione di un COX inibitore 
determina l’effetto inverso. Questo suggerisce che il PACAP38 agisce sulla PLC, 
inducendo l’aumento di PGE2, che a sua volta, agendo sull’adenilato ciclasi, 
determina un aumento dell’attività dell’aromatasi con conseguente aumento del 17β-
estradiolo e riduzione del testosterone (Gobbetti e Zerani, 2002). Un recente studio 
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da me pubblicato ha evidenziato che in Triturus carnifex il PACAP (mRNA e proteina) 
e il suo recettore PAC1 sono presenti nelle cellule germinali delle cisti contenenti 
spermatogoni e spermatociti I e nelle cellule di Sertoli e di Leydig localizzate dentro e 
tra queste cisti, mentre negli spermatozoi è presente solo il PACAP, confermando 
quindi il coinvolgimento di questo peptide nella regolazione dell’attività testicolare 
(Agnese et al., 2010). 
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SCOPO DELLA TESI 
 
Negli ultimi decenni, lo studio della spermatogenesi ha evidenziato che tale processo 
è regolato non solo dalle gonadotropine ipofisarie LH e FSH, ma anche da altri fattori 
tanto di origine ipofisaria quanto di sintesi locale. Lo studio dei vari fattori che 
regolano la spermatogenesi sta dimostrando che il PACAP e il VIP svolgono un ruolo 
di primo piano in tale processo. Non pochi studi sono stati condotti nel testicolo dei 
mammiferi (vedi cap. 3) per definire la distribuzione di questi neuropeptidi e dei loro 
recettori e per cercare di delineare in quali funzioni possano essere coinvolti. D’altra 
parte piuttosto limitati sono invece gli studi condotti nel testicolo dei vertebrati non 
mammiferi (vedi cap. 3) ed è per questo che lo scopo di questa tesi di dottorato è 
stato quello di fornire nuove informazioni circa il coinvolgimento di PACAP e VIP 
nella spermatogenesi di vertebrati non mammiferi. A tal fine sono stati scelti tra i 
vertebrati non mammiferi due modelli sperimentali: il pesce cartilagineo Torpedo 
marmorata e il rettile squamato Podarcis sicula. La scelta di questi due organismi non è 
stata casuale, ma è stata dettata dalla preferenza per modelli sperimentali che 
presentassero un’organizzazione testicolare diversa: cistica in Torpedo marmorata, 
tubulare in Podarcis sicula (vedi cap. 4). 
Il mio lavoro di tesi si è articolato essenzialmente in tre fasi. 
1. PACAP e VIP: Nella prima fase ho caratterizzato e analizzato la sequenza del 
PACAP di Torpedo marmorata, dal momento che per Podarcis sicula questa è già 
nota e pubblicata in banca dati (gi|89593597; Valiante et al., 2007). Analisi di 
PCR hanno permesso di ottenere anche la parziale sequenza del VIP di 
Podarcis sicula e di verificare se lo stesso gene che codifica il VIP codifica anche 
il PHI. Tali sequenze sono state utilizzate in analisi di ibridazione in situ sia per 
valutare l’esistenza di una sintesi endotesticolare del PACAP e del VIP sia per 
identificare i tipi cellulari responsabili di questa sintesi. Ho poi condotto analisi 
di biochimica e di immunoistochimica con anticorpi eterologhi per il PACAP, 
nelle sue due forme di 27 e 38 aminoacidi, e per il VIP per verificare la 
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presenza e la localizzazione dei peptidi nel testicolo di Torpedo marmorata e 
Podarcis sicula. Parte dei risultati ottenuti in Podarcis sicula sono stati oggetto di 
pubblicazione sulla rivista “General and Comparative Endocrinology” (Agnese 
et al., 2010). 
2. RECETTORI: Nella seconda fase la mia attenzione si è rivolta allo studio dei 
recettori del PACAP e del VIP, ed in particolare del recettore PAC1. Per tale 
recettore sono stati infatti condotti esperimenti di PCR per caratterizzarne una 
parte della sequenza codificante; i primer utilizzati sono stati disegnati in modo 
da analizzare la presenza di isoforme del recettore derivanti dallo splicing 
alternativo delle cassette hip/hop. Ho poi costruito delle sonde usate in analisi 
di ibridazione in situ per localizzare l’mRNA del PAC1R. Infine ho effettuato 
degli esperimenti di Western blotting e di immunoistochimica, oltre che per il 
PAC1R, anche per il VPAC1R e per il VPAC2R, per verificare la presenza e la 
distribuzione di questi recettori nei due tipi di testicolo. 
3. FUNZIONI: Lo scopo della terza fase è stato quello di analizzare una delle 
funzioni in cui PACAP e VIP possono essere coinvolti, verificando gli effetti 
che inducono sulla steroidogenesi di Podarcis sicula. A tal fine ho allestito delle 
colture d’organo con il PACAP (27 e 38) e il VIP a tempi e a dosi diversi e ho 
poi valutato gli effetti determinati sui livelli di testosterone e 17β-estradiolo. 
Questa terza fase è stata limitata solo al testicolo di Podarcis sicula, data 
l’impossibilità di disporre di esemplari di Torpedo marmorata in questo terzo 
anno di dottorato. 
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CAPITOLO 4 
I MODELLI SPERIMENTALI: 
Torpedo marmorata e Podarcis sicula 
 
4.1 Torpedo marmorata 
I pesci cartilaginei fanno parte di uno dei gruppi più antichi tra i vertebrati e 
per molto tempo non sono stati utilizzati come modello di studio sia perché sono 
difficili da reperire sia per le notevoli dimensioni sia, non ultimo, perché, rispetto ai 
teleostei, sono animali di scarso valore economico. Pur tuttavia, come Wourms (1977) 
ha puntualizzato, questi pesci sono molto interessanti per la biologia riproduttiva 
poiché per la prima volta nei vertebrati compaiono e si affermano processi quali la 
fecondazione interna, la viviparità e la placentazione, caratteri che li rendono più 
simili agli amnioti che non ai vicini teleostei (Wourms, 1977; Dodd e Sumpter, 1984).  
 
Figura VIII: Torpedo marmorata 
Il maschio di Torpedo marmorata (Fig. VIII) è un esemplare a riproduzione continua 
(Prisco et al., 2002) che vive nel Mar Mediterraneo e nell’Oceano Atlantico (Capape, 
1979). Esso presenta un apparato riproduttivo costituito da testicolo, epididimo e 
dotti genitali; associato al testicolo si trova un organo emopoietico, chiamato organo 
epigonale (Mellinger, 1965; Hamlett e Koob, 1999). Come in gran parte dei vertebrati 
anamni, il testicolo di Torpedo marmorata è di tipo cistico (Stanley, 1966; Prisco et al., 
2002) (Fig. IX).  
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Figura IX: il testicolo cistico di Torpedo marmorata 
Ogni cisti è formata da unità funzionali, gli spermatoblasti, costituiti da un’unica 
cellula di Sertoli collegata, al termine della spermatogenesi, a 64 spermatozoi (Stanley, 
1966; Prisco et al., 2002; Prisco et al., 2003). È stato calcolato che ogni cisti presenta 
250 spermatoblasti disposti intorno ad una cavità centrale. In ogni cisti le cellule 
germinali si trovano tutte nel medesimo stadio differenziativo in quanto il processo 
meiotico interessa tutte le cellule contemporaneamente (Stanley, 1966). La 
formazione delle cisti inizia nella regione ventrale del testicolo, con l’associazione di 
una singola cellula di Sertoli con una singola cellula germinale (Callard et al., 1989; 
Pudney, 1995). Dopo la fase di unione tra i due tipi cellulari, intervengono diversi 
eventi mitotici a carico sia delle cellule di Sertoli sia delle cellule germinali che portano 
alla formazione di un determinato numero di cellule di Sertoli, ognuna delle quali si 
lega ad uno spermatogonio, grazie alla presenza di glicoproteine di superficie (Liguoro 
et al., 2004), tra cui le caderine (Prisco et al., 2007). A seguito delle divisioni mitotiche, 
inizia il processo meiotico: i 16 spermatogoni si trasformano in spermatociti, che, 
dividendosi per meiosi, daranno 64 spermatidi rotondi che iniziano così il processo di 
spermiogenesi (Stanley, 1966). Le cisti, man mano che nel loro interno procede il 
differenziamento delle cellule germinali, migrano progressivamente dalla regione 
ventrale verso la regione dorsale dove avviene il rilascio degli spermatozoi, per cui il 
testicolo di Torpedo può essere suddiviso a grandi linee in tre regioni: una di genesi, 
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dove si ha la formazione di cisti in cui è evidenziabile la formazione di spermatogoni; 
una intermedia, dove si riscontrano cisti già completamente organizzate contenenti 
cellule germinali in stadi sempre più avanzati della spermatogenesi; una di rilascio, sul 
versante dorsale, dove sono presenti le cisti contenenti gli spermatozoi 
completamente differenziati pronti ad essere rilasciati e le cisti svuotate (Stanley, 
1966; Prisco et al., 2002).  
Ogni cisti, dopo aver compiuto la spermiazione, va incontro ad un processo di 
degenerazione per apoptosi, che colpisce le cellule di Sertoli (Prisco et al., 2003). 
Processi apoptotici regolati dal sistema Fas/FasL intervengono anche durante la 
spermatogenesi per rimuovere quegli spermatoblasti in cui non si è stabilito un 
corretto rapporto tra cellule di Sertoli e cellule germinali (Prisco et al., 2003). Infine 
indagini citologiche (Prisco et al., 2003) ed immunocitochimiche (Prisco et al., 2008) 
hanno permesso di rilevare che le cellule di Leydig e di Sertoli, oltre agli 
spermatogoni, sono implicate nella produzione di ormoni steroidei e quindi, 
verosimilmente, nel controllo della spermatogenesi di Torpedo marmorata. 
È infine interessante notare che sono stati condotti alcuni studi che hanno 
evidenziato la presenza del PACAP in differenti organi di Torpedo marmorata (Valiante 
et al., 2006); in particolare, il PACAP è stato riscontrato nel lobo neurointermedio 
dell’ipofisi e nell’ipotalamo, per cui è possibile che possa intervenire nella regolazione 
endocrina dell’attività riproduttiva dell’animale; il PACAP è presente nel sacco 
vascoloso, un caratteristico organo presente nei pesci, che è probabilmente implicato 
nella regolazione di funzioni endocrine, oltre che nell’omeostasi del fluido 
cerebrospinale e nell’osmoregolazione; infine, è risultato positivo al PACAP anche il 
cervelletto, per cui questo peptide può agire nella modulazione dell’output motorio 
e/o nell’input tattile (Valiante et al., 2006). Oltre che nell’encefalo, il PACAP e i suoi 
recettori sono stati identificati anche nell’ovario (Agnese et al., submitted) e la loro 
espressione varia a seconda dello stadio di sviluppo dei follicoli: infatti nei follicoli 
primari è presente solo il recettore VPAC2; nei follicoli previtellogenici e vitellogenici 
sia il PACAP sia i recettori sono ampiamente rappresentati nelle varie componenti del 
follicolo (cellule della teca, cellule della granulosa e cortex ovocitario); infine, PACAP 
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e recettori VPAC sono presenti nei follicoli atresici. La presenza del sistema PACAP-
recettori durante tutto il processo differenziativo suggerisce che questo peptide sia 
coinvolto nella regolazione della steroidogenesi e della crescita ovocitaria.  
Diversamente, non sono stati condotti studi sul VIP in Torpedo marmorata. 
 
4.2 Podarcis sicula 
Il secondo modello sperimentale su cui ho condotto le mie indagini è Podarcis 
sicula, il rettile più diffuso in Italia, che appartiene alla famiglia dei Lacertidae (Fig. X). 
 
Figura X: Podarcis sicula 
Il maschio di Podarcis sicula, a differenza di quello di Torpedo marmorata, è un esemplare 
a riproduzione stagionale, il cui testicolo è formato da tubuli seminiferi 
abbondantemente anastomizzati e ramificati, che convergono in uno spazio che si 
immette in un canale flessuoso che collega il testicolo alla testa dell’epididimo 
(Galgano e D’Amore, 1953) (Fig. XI).  
 
Figura XI: il testicolo tubulare di Podarcis sicula. 
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All’interno dei tubuli seminiferi sono presenti cellule di Sertoli e cellule germinali; le 
cellule di Leydig si trovano nel tessuto connettivo interstiziale all’esterno dei tubuli.  
Le cellule germinali si differenziano attraverso le varie fasi della spermatogenesi 
all’interno dei tubuli seminiferi, in cui è possibile distinguere spermatogoni nella 
porzione basale e spermatozoi nella parte apicale; in particolare, nell’epitelio 
seminifero della lucertola sono presenti due tipi di spermatogoni, indicati come 
spermatogoni A e B: gli spermatogoni A si trovano nell’epitelio tutto l’anno e vanno 
incontro a mitosi per dare origine agli spermatogoni B, che si dividono ed entrano in 
meiosi I. All’interno dei tubuli seminiferi si distinguono poi spermatociti I e II, 
spermatidi rotondi e allungati e infine spermatozoi. Le uniche altre cellule presenti 
all’interno dell’epitelio seminifero sono le cellule di Sertoli, caratterizzate da un nucleo 
triangolare e presenti all’interno dei tubuli in ogni periodo dell’anno (Lofts, 1972). 
Il ciclo spermatogenico di Podarcis sicula si può dividere in sei periodi. Un primo 
periodo di stasi estiva, che va da fine luglio a inizio-metà agosto, è caratterizzato da 
testicoli di dimensioni ridotte e dalla presenza solo di spermatogoni e cellule di Sertoli 
all’interno dei tubuli seminiferi. Segue poi un periodo di ripresa lieve che va da inizio-
metà agosto a fine ottobre; la ripresa della spermatogenesi è dapprima stentata, con 
degenerazioni tra gli spermatogoni, le cellule germinali in meiosi e gli spermatidi; poi, 
verso la fine di agosto, si ha una regolare ripresa che prosegue fino ad ottobre, con la 
produzione di una modesta quantità di spermatozoi, mentre le dimensioni del 
testicolo vanno lentamente aumentando. Segue ancora un secondo periodo di stasi 
invernale, che va da inizio novembre a fine febbraio-inizio marzo; durante questo 
periodo, a causa della precedente ripresa della spermatogenesi, sono presenti nel 
testicolo tutti gli stadi, dagli spermatogoni a un modesto numero di spermatozoi, ma 
le cellule germinali restano bloccate o quasi nello stadio che avevano 
precedentemente raggiunto alla fine di ottobre e inoltre molti spermatidi degenerano. 
Il quarto periodo del ciclo consiste in una fase di ripresa definitiva, che va da fine 
febbraio-inizio marzo fino a fine marzo o a fine aprile; la spermatogenesi si riattiva e 
diventa via via più intensa, si formano nuovi spermatozoi e aumenta sempre più il 
numero di quelli liberi nel lume dei tubuli, mentre degenerano gli spermatidi vecchi. Si 
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entra quindi in un periodo di massima attività, che va da marzo-aprile a fine giugno-
inizio luglio; in questa fase la spermatogenesi è attivissima e vengono prodotti molti 
spermatozoi. Segue infine un periodo di decrescente attività, che va da fine giugno-
inizio luglio a fine luglio; in questa fase l’attività spermatogenica diminuisce in modo 
drastico; tutti o quasi tutti gli spermatogoni B, gli spermatociti e gli spermatidi e 
addirittura qualche raro spermatogonio A degenerano e il testicolo va diminuendo 
rapidamente di volume (Galgano e D’Amore, 1953; Angelini e Botte, 1992).  
I livelli di testosterone e di 17β-estradiolo variano durante il ciclo riproduttivo: i livelli 
di androgeni nel plasma sono molto alti a marzo-aprile, mentre gli estrogeni 
prevalgono nel periodo refrattario. Durante le due ondate spermatogeniche, nel 
testicolo di Podarcis sicula, inoltre, sono presenti significative quantità di androgeni 
(Andò et al., 1990; Angelini e Botte, 1992).  
Per quanto riguarda la regolazione ormonale della spermatogenesi, è stato messo in 
evidenza che le gonadotropine stimolano la spermatogenesi nei rettili, e in particolare 
stimolano la divisione degli spermatogoni (Licht e Pearson, 1969; Licht, 1973). 
Anche in Podarcis sicula sono stati condotti studi sul PACAP e sui suoi recettori 
(Valiante et al., 2007, 2008, 2009), che hanno dimostrato la presenza di questo 
neuropeptide in molti tessuti, quali l’encefalo, il fegato, lo stomaco, l’intestino e i 
polmoni; inoltre è nota la sequenza del PACAP di Podarcis sicula (gi|89593597; 
Valiante et al., 2007), che, confrontata con le sequenze di altri vertebrati, mostra 
un’elevata identità sia nucleotidica (Valiante et al., 2007) sia nella sequenza 
aminoacidica dedotta (Valiante et al., 2009). È disponibile inoltre una parziale 
sequenza codificante il recettore PAC1 di 180 bp (EU285280). Infine è stato condotto 
uno studio sulla presenza e sulle funzioni del PACAP e del VIP nella ghiandola 
adrenale di Podarcis sicula, che ha evidenziato che questi peptidi agiscono come 
regolatori autocrini e paracrini sulle cellule corticali e cromaffini, stimolando il rilascio 
di catecolammine, corticosterone e aldosterone dalle cellule adrenali in coltura in 
modo dose- e tempo-dipendente (Laforgia et al., 1999; Valiante et al., 2008). 
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CAPITOLO 5 
MATERIALI E METODI 
 
Per maggiore chiarezza e semplicità di lettura, saranno riportati in un’unica 
sezione iniziale gli esperimenti riguardanti la prima e la seconda fase, suddividendoli 
tra le indagini di biologia molecolare, di biochimica e di immunoistochimica, e in una 
sezione a parte le indagini riguardanti la terza fase del progetto sulle colture d’organo. 
Animali 
Maschi adulti sessualmente maturi di Torpedo marmorata Risso 1880 
(Elasmobranchii, Torpediniformes) sono stati catturati nel golfo di Napoli e 
gentilmente forniti dalla Stazione Zoologica “Anthon Dohrn”. Gli esemplari sono 
stati tenuti in vasche in condizioni naturali di fotoperiodo e temperatura. Per ciascun 
animale sono stati riportati i seguenti parametri: peso, lunghezza totale, ampiezza del 
disco e distanza bocca-cloaca. La maturità sessuale è stata accertata con analisi 
istologiche volte a verificare l’attività spermatogenica. Gli esemplari sono stati 
anestetizzati con etil-3-amminobenzoato metansulfonato (MS-222, Sigma-Aldrich) 
(42 mg/dm3), prima di essere sacrificati.  
Maschi adulti di Podarcis sicula nel pieno periodo riproduttivo (maggio-giugno) 
sono stati catturati nei dintorni di Napoli, mantenuti in terrari in condizioni naturali di 
temperatura e di fotoperiodo e alimentati ad libitum con larve di Tenebrio monitor. Di 
ciascun animale è stata misurata la distanza bocca-cloaca; la maturità sessuale è stata 
accertata con analisi istologiche volte a verificare l’attività spermatogenica. Gli 
esemplari sono stati sacrificati per decapitazione previa anestesia in ghiaccio. 
I testicoli di Torpedo e Podarcis sono stati in parte conservati a -80°C per le 
successive indagini di biochimica e di biologia molecolare e in parte fissati in Bouin 
per 24 ore, disidratati attraverso una serie crescente di alcoli e inclusi in paraffina. 
Sezioni di 7 μm di spessore sono state colorate con emallume di Mayer ed eosina per 
un’analisi istologica al microscopio ottico. Altre sezioni sono state poste su vetrini 
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polilisinati e superfrost per i successivi esperimenti di immunoistochimica e di 
ibridazione in situ, rispettivamente. 
 
I e II FASE: IL PACAP, IL VIP E I LORO RECETTORI 
INDAGINI DI BIOLOGIA MOLECOLARE 
 
Estrazione di RNA 
RNA totale è stato estratto mediante TRI REAGENT (Sigma) da testicoli ed encefali 
di maschi di Torpedo marmorata e Podarcis sicula. In particolare ciascun campione è stato 
omogeneizzato in TRI REAGENT in un omogeneizzatore sterile, centrifugato a 
12.000 g per 10 minuti a 4°C. Il surnatante è stato trasferito in un nuovo tubo da 
microcentrifuga. Per assicurare una completa dissociazione dei complessi 
nucleoproteici il campione è stato lasciato per 5 min a temperatura ambiente. Sono 
stati poi aggiunti 200 μl di cloroformio per ogni ml di TRI REAGENT utilizzato. Il 
campione è stato agitato vigorosamente per 15 secondi e lasciato poi per 15 minuti a 
temperatura ambiente. La miscela risultante è stata centrifugata a 12.000 g per 15 
minuti a 4°C. La centrifugazione ha separato la miscela in tre fasi: una fase organica 
rossa (contenente proteine), un’interfase (contenente DNA) e una fase acquosa 
superiore incolore (contenente RNA). La fase acquosa è stata recuperata e trasferita in 
un nuovo tubo da microcentrifuga e sono stati aggiunti 500 μl di isopropanolo per 
ogni ml di TRI REAGENT. Il campione è stato lasciato per 10 minuti a temperatura 
ambiente. Poi è stata eseguita una centrifugazione a 12.000 g per 10 minuti a 4°C. 
L’RNA ha formato un precipitato sul fondo della provetta. Il surnatante è stato 
rimosso e l’RNA è stato lavato con 1 ml di etanolo 75° per ogni ml di TRI 
REAGENT usato. Il campione è stato agitato con vortex e poi centrifugato a 7.500 g 
per 5 minuti a 4°C. Il surnatante è stato eliminato e il precipitato di RNA è stato 
lasciato asciugare all’aria per 5-10 minuti. L’RNA è stato risospeso in 20 μl di acqua 
DEPC. La qualità dell’RNA estratto è stata valutata mediante corsa elettroforetica su 
gel di agarosio; la concentrazione e la purezza dell’RNA sono state stimate con lettura 
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allo spettrofotometro a 260 e 280 nm. Il campione risultante è stato conservato a -
80°C. 
Retrotrascrizione 
Gli RNA ottenuti sono stati retrotrascritti mediante SuperScript II Reverse 
Transcriptase (Invitrogen). Per ciascuna reazione, 1 μg di RNA totale è stato incubato 
con 1 μl di primer oligo-dT (500 μg/ml), 1 μl di dNTP (10 mM) e acqua fino a 12 μl 
per 5 minuti a 65°C. Dopo una breve centrifugazione, sono stati aggiunti 4 μl di 5X 
First-Strand Buffer, 2 μl di DTT 0.1 M e 1 μl di acqua RNasi-free; la miscela è stata 
incubata a 42°C per 2 minuti. È stato aggiunto 1 μl di SuperScript II RT e incubato a 
42°C per 50 minuti. La reazione è stata inattivata mediante incubazione a 70°C per 15 
minuti.  
PCR 
Il cDNA ottenuto è stato utilizzato come templato in reazioni di PCR (Polymerase 
Chain Reaction) volte ad identificare le parziali sequenze codificanti il PACAP di 
Torpedo marmorata, il VIP di Podarcis sicula e il recettore PAC1 di Torpedo marmorata e di 
Podarcis sicula. Tali reazioni sono state condotte nel termociclatore 2720 dell’Applied 
Biosystem (Applied Biosystem). 
PCR per il PACAP: 
- Torpedo marmorata 
Il cDNA di testicolo è stato amplificato mediante PCR utilizzando dei primer 
(PCPfor, 5’- CATTCGGA(CT)GGGATCTTCACGGA(CT)AG -3’; PCPrev, 5’- 
AATABGCNAGGCGACGTCCTT -3’) disegnati sulla sequenza del PACAP di vari 
teleostei, utilizzando il software Genamics Expression 1.1 (Genamics, Hamilton, 
NZ), per amplificare esclusivamente la sequenza codificante il PACAP (Fig. 2). La 
reazione di PCR è stata eseguita usando 2 μl di cDNA, 1 U di Taq DNA polimerasi 
(Invitrogen), 0.4 mM di ciascun dNTP, 2.5 mM di MgCl2 e 0.4 μM di ciascun primer. 
Il ciclo termico di PCR utilizzato è il seguente:  
  94°C   94°C       48°C    72°C   72°C  4°C 
  3’  1’      45’’               45’’  7’ ∞ 
     35 cicli 
 Capitolo 5: Materiali e metodi 
54 
 
Il prodotto di amplificazione è stato analizzato mediante corsa elettroforetica su gel di 
agarosio al 2% e visualizzato mediante colorazione con bromuro di etidio. 
- Podarcis sicula 
cDNA di testicolo e di encefalo sono stati amplificati mediante PCR utilizzando gli 
stessi primer utilizzati da Valiante e collaboratori (2007) per verificare se anche nel 
testicolo è espresso l’mRNA di questo neuropeptide: la coppia di primer utilizzata 
(F3, 5′-CATTCGGA(CT)GGGATCTTCACGGA(CT)AG-3′; Rd, 5′-CATGTTAIAG 
AAACACAIGAGCG-3′) è stata disegnata confrontando le sequenze codificanti il 
PACAP di vari vertebrati con Genamics Expression 1.1 (Genamics, Hamilton, NZ) 
per amplificare l’intera regione codificante il PACAP (Fig. 2). La reazione di PCR è 
stata eseguita usando 2 μl di cDNA, 1 U di Taq DNA polimerasi (Invitrogen), 0.4 
mM di ciascun dNTP, 2.5 mM di MgCl2 e 0.4 μM di ciascun primer. Il ciclo termico 
di PCR utilizzato è il seguente:  
  94°C   94°C       48°C    72°C   72°C  4°C 
  3’  1’        1’                1’  7’ ∞ 
     35 cicli 
I prodotti di amplificazione sono stati analizzati mediante corsa elettroforetica su gel 
di agarosio al 2% e visualizzati mediante colorazione con bromuro di etidio. 
PCR per il VIP: 
- Podarcis sicula 
Il cDNA di testicolo è stato amplificato mediante PCR utilizzando una coppia di 
primer (VIPfor3Ac, 5’- TAGGAAACAGAATGCCCTTTGA -3’; Vip rev1Ac, 5’-
AACTCTGTCTTAACTGGGAA -3’) disegnati sulla sequenza del PHI/VIP di Anolis 
carolinensis utilizzando il software Genamics Expression 1.1 (Genamics, Hamilton, 
NZ) in modo da amplificare la regione codificante sia il PHI sia il VIP (Fig. 22). La 
reazione di PCR è stata eseguita usando 2 μl di cDNA, 1 U di Taq DNA polimerasi 
(Invitrogen), 0.4 mM di ciascun dNTP, 2 mM di MgCl2 e 0.4 μM di ciascun primer. Il 
ciclo termico di PCR utilizzato è il seguente: 
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  94°C   94°C       45°C    72°C   72°C  4°C 
  3’  45’’      45’’               1’   7’  ∞ 
     35 cicli 
Il prodotto di amplificazione è stato analizzato mediante corsa elettroforetica su gel di 
agarosio all’1.8% e visualizzato mediante colorazione con bromuro di etidio. 
PCR per il recettore PAC1 
- Torpedo marmorata e Podarcis sicula 
Le condizioni sperimentali della PCR per ottenere la parziale sequenza codificante il 
recettore PAC1 di Torpedo marmorata e di Podarcis sicula sono state le stesse e sono 
riportate di seguito: il cDNA di testicolo è stato amplificato mediante PCR 
utilizzando due coppie di primer (PR1for, 5’-TCCAACTACTTCTGGCTGTTC -3’; 
PR4rev, 5’-AGTGTAGAGCGAGCCAATCTC-3’) disegnati sulla sequenza del 
recettore PAC1 di vari vertebrati utilizzando il software Genamics Expression 1.1 
(Genamics, Hamilton, NZ). I primer sono stati disegnati a monte e a valle rispetto al 
sito di inserzione delle cassette hip/hop per verificare quale delle isoforme derivante 
dallo splicing alternativo di queste cassette è espressa all’interno del testicolo di 
Torpedo marmorata e di Podarcis sicula (Fig. 34). La reazione di PCR è stata eseguita 
usando 2 μl di cDNA, 1 U di Taq DNA polimerasi (Invitrogen), 0.4 mM di ciascun 
dNTP, 2.0 mM di MgCl2 e 0.5 μM di ciascun primer. Il ciclo termico di PCR 
utilizzato è il seguente:  
  94°C   94°C       47°C    72°C   72°C  4°C 
  3’  45’’        1’               1’  7’  ∞ 
     35 cicli 
I prodotti di amplificazione sono stati analizzati mediante corsa elettroforetica su gel 
di agarosio al 2% e visualizzati mediante colorazione con bromuro di etidio. 
Purificazione e sequenziamento dei prodotti di PCR 
I prodotti di amplificazione ottenuti da ciascun campione sono stati eluiti da gel 
mediante QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) come da data sheet. Il DNA così 
ottenuto è stato quantificato mediante corsa elettroforetica utilizzando come 
riferimento una scala quantitativa, la 100 bp ladder (Fermentas). I campioni ottenuti 
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sono stati sequenziati con BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems) e processati con ABI PRISM 310 Genetic Analyzer.  
Analisi bioinformatica delle sequenze nucleotidiche 
Le sequenze nucleotidiche risultanti sono state analizzate con BLASTn 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) per verificare che i prodotti dell’amplificazione 
effettivamente corrispondessero a quelli attesi. La traduzione è stata effettuata usando 
il software Genamics Expression, mentre i pesi molecolari putativi sono stati dedotti 
utilizzando il server ExPASy (http://www.expasy.org/). L’allineamento delle 
sequenze è stato effettuato usando il programma Clustal W2. L’analisi filogenetica 
sulle sequenze nucleotidiche è stata condotta usando il software MEGA 4.0 (Kumar 
et al., 2004). Le sequenze scelte per tali analisi appartengono a vari vertebrati e, nel 
caso del PACAP, anche ai tunicati. Per le sequenze ottenute sono stati calcolati il 
numero di siti conservati e variabili, il numero dei siti “parsimony-informative”, che 
sono siti che contengono almeno due tipi di nucleotidi e almeno due di questi 
ricorrono con una frequenza minima di due e sono utili per la costruzione di alberi 
della massima parsimonia, e i siti “singleton”, siti che contengono almeno due tipi di 
nucleotidi con almeno uno che ricorre più volte. Inoltre è stato calcolato il numero di 
siti 0-volte degenerati, che sono quelli in cui tutti i cambi sono non-sinonimi (un 
cambio nucleotidico è non-sinonimo se determina un cambio nell’aminoacido 
codificato dal codone originale), di siti 2-volte degenerati, che sono quelli in cui un 
cambio su tre è sinonimo (in questa categoria sono inclusi anche i siti in cui due 
cambi su tre sono sinonimi; un cambio nucleotidico è sinonimo se non determina un 
cambio nell’aminoacido codificato dal codone originale), e 4-volte degenerati, che 
sono quelli in cui tutti i cambi sono sinonimi. 
Inoltre per quanto riguarda le sequenze del PACAP e del VIP, le distanze 
evolutive sono state calcolate con il metodo di Kumar, una modifica del metodo di 
Pamilo e Bianchi (Pamilo e Bianchi, 1993; Li, 1993), che risolve il problema del 
trattamento di alcuni codoni difficili quali l’arginina e l’isoleucina (Nei e Kumar, 
2000). In particolare, sono state calcolate la distanza sinonima, che è il numero di 
sostituzioni sinonime per siti sinonimi (dS), quella “non-sinonima”, che è il numero di 
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sostituzioni non-sinonime per siti non-sinonimi (dN), nonché il rapporto tra queste 
due distanze (dN/dS); sono stati calcolati inoltre il numero di sostituzioni per siti 4-
volte degenerati (d4f), che è utile per misurare il tasso di evoluzione neutrale, e il 
numero di sostituzioni per siti 0-volte degenerati (d0f), che è utile per misurare il tasso 
di evoluzione nella sequenza aminoacidica. Per valutare che tipo di selezione agisca 
sul PACAP e sul VIP, è stato effettuato lo Z-test di selezione, che permette di 
confrontare l’abbondanza relativa di sostituzioni sinonime per siti sinonimi (dS) e di 
sostituzioni non-sinonime per siti non-sinonimi (dN); è stato effettuato inoltre il test F 
di Fisher, che è più adatto quando c’è un piccolo numero di differenze nelle sequenze; 
tale test confronta il numero di sostituzioni sinonime e non-sinonime tra le sequenze: 
se il valore di P è minore di 0.05, allora viene rigettata l’ipotesi zero di selezione 
neutrale; se il numero di sostituzioni sinonime per sito sinonimo eccede il numero di 
sostituzioni non-sinonime per sito non-sinonimo, allora MEGA setta P=1 per 
indicare la presenza di una selezione purificante. 
La ricostruzione filogenetica è stata condotta con il metodo della Massima 
Parsimonia, in cui è considerato solo il numero minimo di cambi richiesto per 
produrre le variazioni osservate; questa analisi è stata condotta assumendo 1.000 
repliche bootstrap come prova di affidabilità del test.  
Analisi bioinformatica delle sequenze aminoacidiche 
L’allineamento delle sequenze amminoacidiche dedotte è stato effettuato usando il 
programma Clustal W2. L’analisi filogenetica sulle sequenze aminoacidiche è stata 
condotta usando il software MEGA 4.0 (Kumar et al., 2004). Come per le sequenze 
nucleotidiche, le sequenze scelte per tali analisi appartengono a vari vertebrati e, nel 
caso del PACAP, anche ai tunicati. Per le sequenze ottenute sono stati calcolati il 
numero di siti conservati e variabili, il numero dei siti “parsimony-informative”, che 
sono siti che contengono almeno due tipi di aminoacidi e almeno due di questi 
ricorrono con una frequenza minima di due e sono utili per la costruzione di alberi 
della massima parsimonia, e dei siti “singleton”, che sono siti che contengono almeno 
due tipi di aminoacidi con almeno uno che ricorre più volte.  
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Inoltre per quanto riguarda le sequenze del PACAP e del VIP, sono state 
calcolate le distanze evolutive con il metodo Dayoff Matrix sia tra la sequenza di 
Torpedo marmorata per il PACAP o di Podarcis sicula per il VIP e quelle delle singole 
specie considerate nel confronto sia tra la sequenza di Torpedo marmorata per il PACAP 
o di Podarcis sicula per il VIP e quella della altre specie, raggruppate per classi. Il 
metodo Dayoff Matrix calcola la proporzione di siti aminoacidici in cui le sequenze 
confrontate differiscono; questo metodo tiene in considerazione la correzione di 
sostituzioni multiple nello stesso sito, assumendo un tasso uniforme di variazione tra i 
siti.  
La ricostruzione filogenetica è stata condotta con il metodo della Massima 
Parsimonia, in cui è considerato solo il numero minimo di cambi richiesto per 
produrre le variazioni osservate; questa analisi è stata condotta assumendo 1.000 
repliche bootstrap come prova di affidabilità.  
Clonaggio delle sequenze del PACAP di Podarcis sicula e del PAC1R di Torpedo 
marmorata 
I prodotti di amplificazione ottenuti dalle PCR volte a identificare le sequenze del 
PACAP di Podarcis sicula e del recettore PAC1 di Torpedo marmorata sono stati clonati 
nel vettore plasmidico pGEM-T Easy (Promega) mediante una reazione con la DNA 
Ligasi T4. 2 µl della reazione di ligasi sono stati incubati con cellule competenti 
JM109 a 42°C per 50 secondi.  
Le cellule potenzialmente trasformate sono state trasferite su una piastra di agar 
contenente ampicillina, X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galattopiranoside) e 
IPTG (isopropil-β-D-tiogalattopiranoside) per distinguere le cellule che hanno 
incorporato il plasmide ricombinante da quelle che hanno incorporato il plasmide 
senza inserto. I due tipi cellulari sono fenotipicamente distinguibili in base al colore: le 
colonie bianche sono costituite da cellule che contengono il plasmide ricombinante 
mentre quelle blu da cellule con il plasmide senza inserto. Le colonie bianche sono 
state piccate e inoculate in brodo di coltura SB (Super broth) con ampicillina per una 
notte a 37°C e inoculate il giorno seguente in brodo di coltura LB (Luria broth) con 
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ampicillina per una notte a 37°C. I plasmidi ricombinanti sono stati recuperati 
mediante minipreparazione. 
Minipreparazione mediante lisi alcalina con SDS 
Il brodo di coltura, contenente un clone ricombinante, è stato trasferito in aliquote da 
1.5 ml in tubi da microcentrifuga e centrifugato per 5 minuti a 12.000 g. Il surnatante 
è stato rimosso ed il precipitato è stato risospeso in 100 µl di soluzione I (glucosio 50 
mM; Tris-HCl 25 mM, pH 8.0; EDTA 10 mM, pH 8.0) fredda mescolando 
vigorosamente fino ad ottenere una soluzione omogenea. La miscela è stata lasciata in 
ghiaccio per 10 minuti. In seguito sono stati aggiunti 200 µl di soluzione II (0.2 N 
NaOH, 1% SDS) e si è proceduto a mescolare gentilmente per poi lasciare in ghiaccio 
per 10 minuti. Sono stati aggiunti 150 µl di sodio acetato 3M freddo, si è proceduto a 
mescolare gentilmente e a lasciare in ghiaccio per 10 minuti. È stata poi effettuata una 
centrifugazione a 12.000 g per 5 minuti a 4°C ed il surnatante ottenuto è stato 
trasferito in un nuovo tubo. È stato aggiunto un egual volume di fenolo:cloroformio 
(1:1), mescolato bene con vortex e poi centrifugato a 12.000 g per 5 minuti. Il 
surnatante è stato trasferito in un nuovo tubo e sono stati aggiunti due volumi di 
etanolo 100°. La miscela è stata lasciata a -80°C per un’ora e poi centrifugata a 12.000 
g per 15 minuti a 4°C. Il surnatante è stato rimosso, il precipitato è stato fatto 
asciugare all’aria per 10 minuti e poi risospeso in RNasi 0.1 mg/ml a 37°C per 30 
minuti. Sono stati aggiunti due volumi di etanolo 100 e 1/10 del volume di sodio 
acetato 3 M e lasciato precipitare over night a 4°C. In seguito ad una centrifugazione 
a 12.000 g a 4°C per 20 minuti, il DNA ha formato un precipitato, è stato lavato con 
etanolo 70° e risospeso in 20 μl di acqua sterile. 1 µl di ciascun campione è stato 
analizzato mediante corsa elettroforetica su gel d’agarosio all’1% e visualizzato 
mediante colorazione con bromuro di etidio. La concentrazione del DNA è stata 
stimata mediante lettura allo spettrofotometro. 
Digestione enzimatica dei cloni ricombinanti  
Per controllare che effettivamente i plasmidi recuperati contenessero gli inserti, sono 
stati digeriti con l’enzima di restrizione EcoRI. In base all’analisi della mappa dei siti 
di restrizione, effettuata mediante il programma NEBcutter V2.0, infatti, tale enzima 
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non opera tagli su nessuno dei due inserti, ma opera solo due tagli sul plasmide, uno a 
monte e uno a valle dell’inserto, consentendone l’escissione. 
I plasmidi ricombinanti, contenenti le parziali sequenze codificanti il PACAP o il 
recettore PAC1, sono stati inoltre digeriti con gli enzimi di restrizione Sal I e Nco I. In 
base alla mappa dei siti di restrizione, infatti, questi enzimi operano un singolo taglio, 
rispettivamente a monte e a valle di ciascun inserto. 
Sintesi delle sonde a RNA  
I plasmidi così linearizzati sono stati utilizzati come templati in una reazione di 
trascrizione in vitro con il kit DIG RNA Labeling (Roche) che utilizza le RNA 
polimerasi SP6 e T7 e UTP-digossigenina al fine di ottenere sonde marcate a RNA, 
senso e antisenso; la sonda antisenso è complementare all’RNA, la senso ha la stessa 
sequenza del messaggero. L’efficienza di marcatura è stata determinata mediante spot 
test. 
Sintesi delle sonde a cDNA: PACAP di Torpedo marmorata, PAC1R di Podarcis 
sicula e PHI/VIP di Podarcis sicula 
I prodotti dell’eluizione sono stati sottoposti ad amplificazione per PCR utilizzando 
dNTP marcati con digossigenina (Roche). I prodotti della PCR sono stati corsi su gel 
di agarosio per stimarne la concentrazione, usando come riferimento la scala 
quantitativa 100 bp ladder (Fermentas). 
Ibridazione in situ con sonde a RNA: PACAP di Podarcis sicula e PAC1R di 
Torpedo marmorata 
Per la localizzazione dell’mRNA del PACAP nel testicolo di Podarcis sicula (sonda 
omologa) e di Torpedo marmorata (sonda eterologa) o del recettore PAC1 nel testicolo 
di Torpedo marmorata (sonda omologa) sono state utilizzate delle sonde a RNA, senso e 
antisenso, ottenute come sopra descritto. 
Sezioni di 7 μm di spessore di testicoli di Torpedo marmorata e di Podarcis sicula fissati in 
Bouin e inclusi in paraffina, sono state sparaffinate in histolemon e idratate con una 
serie a gradazione decrescente di alcol etilico. Le fette sono state pre-fissate in 4% di 
paraformaldeide in PBS (NaCl 250 mM, KCl 27 mM, Na2HPO4 80 mM, KH2PO4 15 
mM, pH 7.4), lavate in PBS e digerite con proteinasi K (10 μg/ml) in Tris-HCl 20 
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mM e EDTA 1 mM, pH 7.2; in seguito sono state post-fissate in 4% paraformaldeide 
in PBS, lavate in 2x SSC (NaCl 3M, Na3C6H5O7∙2H2O 300 mM) e tenute per almeno 
30 minuti in un tampone Tris-Glicina (Tris 100 mM, Glicina 100 mM). A questo 
punto le sezioni sono state pre-ibridate con 40% formammide deionizzata, 5x SSC, 
1x Denhardt’s solution, 100 μg/ml DNA di sperma di salmone, 100 μg/ml di tRNA 
e ibridate over night in camera umida con la miscela di ibridazione, che differisce da 
quella della pre-ibridazione per la presenza della sonda a RNA (1 ng/μl) senso o 
antisenso marcata con digossigenina. Le temperature di ibridazione utilizzate sono 
state le seguenti: 60°C per il PACAP e 52°C per il recettore PAC1. Le sezioni sono 
state lavate prima in 5x SSC e poi nella soluzione di post-ibridazione (0.5x SSC; 20% 
formammide deionizzata) per 3 ore a 60°C. Per rimuovere la sonda a singolo 
filamento è stata effettuata una digestione con ribonucleasi A (10 μg/ml) diluita in 
NTE (NaCl 500 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7.0, EDTA 5 mM) a 37°C per 30 minuti. 
Poi le fette sono state lavate in NTE senza enzima a 37°C per 15 minuti e nella 
soluzione di post-ibridazione a 60°C per 30 minuti. Nei passaggi successivi, necessari 
per la rivelazione della sonda, le fette sono state incubate in 2% Blocking Solution 
(Roche) in acido maleico 100 mM pH 7.5 per 30 minuti e poi con un anticorpo anti-
digossigenina coniugato a fosfatasi alcalina (Roche), diluito 1:5000 v/v in 2% 
Blocking Solution (Roche) in acido maleico 100 mM, pH 7.5, 10% v/v di siero 
normale di pecora (Sigma-Aldrich). Tale passaggio è stato effettuato a 4°C over night. 
A questo punto sono state bloccate le fosfatasi endogene lavando le sezioni in 0.1% 
Tween-20 e 0.5 mg/ml levamisole (Sigma-Aldrich). Le fette sono state poi incubate 
con un substrato della fosfatasi alcalina, il BM Purple (Roche) in 0.1% tween-20 e 0.5 
mg/ml levamisole. Dopo aver bloccato la reazione in 1 mM EDTA in PBS, le sezioni 
sono state contrastate con Nuclear Fast Red (Vector), montate in Acquovitrex (Carlo 
Erba) e osservate con un microscopio Axioskop (Carl Zeiss). Le immagini sono state 
ottenute utilizzando una videocamera AxioCam MRc5 (Carl Zeiss) e acquisite con il 
software AxioVision 4.7 (Zeiss, Oberkochen, Germany).  
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Ibridazione in situ a cDNA: PACAP di Torpedo marmorata, PHI/VIP di 
Torpedo marmorata e Podarcis sicula e PAC1R di Podarcis sicula 
Per la localizzazione dell’mRNA del PACAP in Torpedo marmorata (sonda omologa), 
del PHI/VIP in Podarcis sicula (sonda omologa) e in Torpedo marmorata (sonda 
eterologa) e del PAC1R in Podarcis sicula (sonda omologa) sono state utilizzate le sonde 
a cDNA ottenute come sopra descritto. 
Sezioni di 7 μm di spessore di testicoli di Torpedo marmorata e di Podarcis sicula sono 
state sparaffinate in histolemon e idratate con una serie decrescente di alcol etilico. Le 
fette sono state pre-fissate in 4% di paraformaldeide in PBS (NaCl 250 mM, KCl 27 
mM, Na2HPO4 80 mM, KH2PO4 15mM, pH 7.4), lavate in PBS e digerite con 
proteinasi K (10 μg/ml) in Tris-HCl 20 mM e EDTA 1 mM, pH 7.2; di seguito sono 
state post-fissate in 4% paraformaldeide in PBS, lavate in 2x SSC (NaCl 3M, 
Na3C6H5O7∙2H2O 300mM) e tenute per almeno 30 minuti in un tampone Tris-
Glicina (Tris 100mM, glicina 100mM). A questo punto le sezioni sono state pre-
ibridate con 40% formammide deionizzata, 5x SSC, 1x Denhardt’s solution, 100 
μg/ml DNA di sperma di salmone, 100 μg/ml di tRNA e ibridate over night in 
camera umida con la miscela di ibridazione, che differisce da quella della pre-
ibridazione per la presenza della sonda a cDNA (1 ng/μl) marcata con digossigenina. 
Le temperature di ibridazione utilizzate sono di 60°C per il PACAP, 42°C per il 
PHI/VIP e di 45°C per il PAC1R. Le fette sono state lavate in 2x SSC e formammide 
50% per 30 minuti; è seguito poi un lavaggio in 1x SSC e formammide 50% per 30 
minuti e in 0.5x SSC e formammide 50% per 15 minuti. Le fette sono state poi lavate 
in 2x SSC. A questo punto, i passaggi successivi, necessari per la rivelazione della 
sonda, sono stati eseguiti come descritto per l’ibridazione in situ con sonda a RNA. 
 
INDAGINI BIOCHIMICHE 
 
Anticorpi e diluizioni utilizzati 
Gli anticorpi primari utilizzati negli esperimenti di biochimica e immunoistochimica 
sono: rabbit anti-PACAP27 dell’elasmobranco Dasyatis akajei (donato dal prof. 
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Kouhei Matsuda, Università di Toyama) per gli esperimenti condotti in Torpedo 
marmorata (diluito 1:500), rabbit anti-human PACAP27 (Phoenix Pharmaceuticals) per 
gli esperimenti condotti in Podarcis sicula (diluito 1:500), rabbit anti-human PACAP38 
(Phoenix Pharmaceuticals; diluito 1:500), rabbit anti-human VIP (Phoenix 
Pharmaceuticals; diluito 1:500), rabbit anti-human PAC1-R (Santa Cruz 
Biotechnology; diluito 1:50), rabbit anti-human VPAC1-R e rabbit anti-human 
VPAC2-R (Santa Cruz Biotechnology; diluiti 1:200). 
Estrazione di proteine 
I testicoli sono stati omogeneizzati in un buffer di lisi (Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 
150 mM, EDTA 1 mM, Tryton X-100 1%, glicerolo 10%), contenente un cocktail di 
inibitori delle proteasi (PMSF 1 mM, leupeptina 1 mg/mL, aprotinina 1 mg/mL, 
pepstatina 1 mg/mL, NaF 10 mM; Sigma) con un omogeneizzatore Dounce per 15’ a 
4°C. Il materiale è stato poi centrifugato a 7.000 g ed è stato recuperato il surnatante; 
la concentrazione proteica del surnatante è stata determinata mediante lettura 
spettrofotometrica utilizzando il metodo Pierce. 
SDS-PAGE e Western blotting per i recettori del PACAP e del VIP 
Le proteine estratte sono state separate mediante elettroforesi su gel di 
poliacrilammide (SDS-PAGE) al 10% in condizioni denaturanti (Laemmli, 1970). I 
campioni sono stati diluiti nel tampone di corsa 5x e bolliti per 5 minuti; proteine a 
peso molecolare noto (miosina 205 kDa, -galattosidasi 116kDa, fosforilasi B 97 kDa, 
albumina serica bovina 66 kDa, ovalbumina 45 kDa, anidrasi carbonica 29 kDa, da 
Sigma-Aldrich) sono state utilizzate come scala di riferimento. In seguito 
all’elettroforesi, un gel è stato colorato con Blu Coomassie (Biorad), l’altro è stato 
trasferito (Transfer Kit Biorad) su filtro di nitrocellulosa (Schleicher e Schuell) a 200 
mA over night a 4°C; le proteine trasferite sono state visualizzate mediante 
colorazione con Rosso Ponceau (Sigma-Aldrich). La nitrocellulosa è stata trattata con 
BSA 3% in TBS (Tris-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 50mM) per bloccare i siti aspecifici. 
In seguito è stata effettuata un’incubazione con gli anticorpi anti-PAC1R, anti-
VPAC1R o anti-VPAC2R, diluiti in TBS con BSA 3% e Triton X-100 0.5% e lasciati 
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over night a 4°C. È seguita l’incubazione per un’ora a temperatura ambiente con 
anticorpo secondario anti-rabbit coniugato con biotina; è stata poi effettuata 
un’incubazione con ABC (Avidina-Biotina Perossidasi Complex) per un’ora a 
temperatura ambiente. La reazione è stata rivelata con una soluzione contenente 
diaminobenzidina, che è stata attivata immediatamente prima dell’uso con H2O2 allo 
0,03%. I controlli negativi sono stati ottenuti attraverso l’omissione dell’anticorpo 
primario. 
Immunoprecipitazione per il PACAP27, il PACAP38 e il VIP 
Per il PACAP27, il PACAP38 e il VIP, le proteine sono state sottoposte a esperimenti 
di immunoprecipitazione utilizzando la matrice per immunoprecipitazione 
ExactaCruz (Santa Cruz Biotechnology). La matrice ExactaCruz e gli anticorpi anti-
PACAP27, anti-PACAP38 o anti-VIP in PB sono stati incubati over night a 4°C. 
Dopo una centrifugazione a 16.000 g, al pellet sono state aggiunte le proteine estratte 
dal testicolo di Torpedo marmorata o di Podarcis sicula e la miscela è stata incubata over 
night a 4°C. Dopo una ulteriore centrifugazione a 16.000 g, il pellet è stato risospeso 
in buffer di elettroforesi riducente, denaturato mediante bollitura e centrifugato; il 
campione è stato corso su gel SDS-PAGE 15% in condizioni denaturanti e riducenti 
insieme a markers di peso molecolare noto (ovalbumina 45 kDa, anidrasi carbonica 
30 kDa, inibitore della tripsina 20.1 kDa, lisozima 14.3 kDa, aprotinina 6.5 kDa, 
insulina, catena β, 3.5 kDa, insulina, catena α, 2.5 kDa; GE Healthcare). Il gel è stato 
quindi colorato in Blue Coomassie. 
 
INDAGINI IMMUNOISTOCHIMICHE 
 
Gli esperimenti di immunoistochimica sono stati effettuati su sezioni di 7 µm 
di testicoli di Torpedo marmorata e Podarcis sicula fissati in Bouin e inclusi in paraffina. Le 
sezioni sono state sparaffinate e idratate con una serie decrescente di alcoli. Lo 
smascheramento antigenico è stato condotto mediante incubazione in tampone sodio 
citrato 10 mM pH 6.0 in microonde; le perossidasi endogene sono state inattivate 
mediante incubazione con perossido di idrogeno allo 0.5% in metanolo per 40 minuti 
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a temperatura ambiente. Per bloccare i siti aspecifici, è stata effettuata un’incubazione 
di un’ora in Normal Goat Serum (Pierce). Le sezioni sono state incubate con gli 
anticorpi primari diluiti in Normal Goat Serum over night a 4°C. È seguita 
l’incubazione per un’ora a temperatura ambiente con anticorpo secondario anti-rabbit 
biotinilato di capra; si è poi effettuata un’incubazione con ABC (Avidina-Biotina 
Perossidasi Complex) per un’ora a temperatura ambiente. La rivelazione è stata 
effettuata con una soluzione contenente diaminobenzidina come cromogeno, che 
viene attivata immediatamente prima dell’uso con H2O2 allo 0,03%. I controlli 
negativi sono stati ottenuti attraverso l’omissione degli anticorpi primari. Le sezioni 
sono state contrastate con l’emallume di Mayer e osservate con un microscopio 
Axioskop (Carl Zeiss). Le immagini sono state ottenute utilizzando una videocamera 
AxioCam MRc5 (Carl Zeiss) e acquisite con il software AxioVision 4.7 (Zeiss, 
Oberkochen, Germany).  
 
III FASE: COLTURE D’ORGANO SUL TESTICOLO DI Podarcis sicula 
 
Allestimento delle colture 
Tutte le soluzioni utilizzate sono state filtrate con filtri da 0.22 µm, autoclavate e 
sterilizzate agli UV over night. Testicoli di Podarcis sicula appena prelevati sono stati 
passati in soluzione fisiologica sterile e fredda per rettili (NaCl 0.75%), tagliati e 
trasferiti poi nel mezzo F10-HAM (Sigma), contenente L-glutammina 20 mM 
(Invitrogen), 7% FBS (Invitrogen), 100 U/ml penicillina (Invitrogen), 100 µg/ml 
streptomicina (Invitrogen), 40 µg/ml gentamicina (Invitrogen) e 20 mM Hepes 
(Sigma). I testicoli sono stati quindi incubati a 25°C con il 5% di CO2 per 2 ore. I 
mezzi sono stati prelevati al tempo zero e sostituiti con il mezzo contenente i peptidi. 
Tutti i peptidi sono stati sciolti nel mezzo completo alle concentrazioni stabilite. Per 
stabilire gli effetti del PACAP27, del PACAP38 e del VIP, sono state usate tre diverse 
concentrazioni (10-6 M, 10-7 M e 10-8 M) e tre diversi tempi (30, 60 e 120 minuti) per 
ciascun peptide. Parallelamente un pezzo di testicolo è stato incubato solo con mezzo 
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completo privo di peptidi. I mezzi sono stati poi prelevati e conservati a -20°C per le 
successive analisi di dosaggio ormonale del testosterone e del 17β-estradiolo. 
Dosaggi ormonali 
La determinazione dei livelli di testosterone nei mezzi è stata effettuata utilizzando un 
kit radioimmunologico (RIA) della RadioImmunotech; la sensibilità è di 40 pg/ml 
con una variabilità intra-saggio di 6.0% e inter-saggio di 7.8%. La determinazione dei 
livelli di 17β-estradiolo nei mezzi è stata effettuata utilizzando un kit 
radioimmunologico (RIA) della DiaSorin; la sensibilità è di 10 pg/ml con una 
variabilità intra-saggio di 4.3% e inter-saggio 7.5%. 
Analisi statistiche 
I dati sono stati analizzati con il software GraphPad Prism 5. Tutti i dati sono espressi 
come la media ± S.E.M.. Per verificare se il PACAP27, il PACAP38 e il VIP hanno 
un effetto statisticamente significativo sui livelli di testosterone e 17β-estradiolo, le 
differenze sono state confrontate effettuando il test statistico “t di Student”. I valori 
di p<0.05 sono considerati statisticamente significativi. 
 
 Capitolo 6: Risultati I: PACAP e VIP 
67 
 
CAPITOLO 6 
RISULTATI I: PACAP e VIP 
 
6.1 IL PACAP 
6.1.1 Torpedo marmorata 
Estrazione di RNA 
L’RNA estratto da testicolo di maschi maturi di Torpedo marmorata è stato corso su gel 
di agarosio all’1% per verificarne la qualità (Fig. 1). La bontà dell’estratto è stata 
confermata dalla lettura allo spettrofotometro: la ratio 260/280 è maggiore di 1.7. 
RT-PCR 
La corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2% della PCR effettuata con i primer 
specifici per il PACAP (Fig. 2) ha permesso di evidenziare un prodotto di circa 150 
bp (Fig. 3A); i controlli non presentano alcuna banda (Fig. 3A). Il prodotto della PCR 
è stato quindi eluito e il prodotto dell’eluizione è stato corso su un gel di agarosio al 
2% (Fig. 3B); la corsa elettroforetica ha permesso di evidenziare la banda della 
lunghezza attesa, che è stata quindi sequenziata. In figura 4 sono riportate la sequenza 
nucleotidica e la sequenza aminoacidica dedotta del PACAP di Torpedo marmorata. La 
sequenza nucleotidica è lunga 132 bp con una sequenza aminoacidica dedotta di 44 
residui. La proteina matura dedotta consta di 44 aminoacidi che corrispondono a un 
peso molecolare di 5.2 kDa (ExPASy: http://www.expasy.ch/); in particolare, il 
PACAP27 ha un peso molecolare teorico di 3.1 kDa, mentre il PACAP38 di 4.5 kDa. 
La sequenza è stata pubblicata sul sito NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con 
numero di accesso HQ283396. 
Analisi bioinformatica della sequenza nucleotidica 
L’analisi della distanza evolutiva mostra un’alta conservazione della sequenza 
nucleotidica del PACAP, come evidenziato dall’allineamento della sequenza del 
PACAP di Torpedo marmorata con quella di altri vertebrati, scelti tra mammiferi, uccelli, 
rettili, anfibi e teleostei, e con la sequenza dei tunicati (Fig. 5). L’analisi bioinformatica 
condotta mediante BLASTn ha evidenziato in particolare che la sequenza del PACAP 
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di Torpedo marmorata ha l’89% di identità con la sequenza del PACAP di Canis familiaris 
(gi|73961997) e di Rana ridibunda (gi|8347251), l’88% di identità con la sequenza di 
Podarcis sicula (gi|89593597), l’86% di identità con quella di Homo sapiens 
(gi|62739998), di Bos taurus (gi|114053158), di Gallus gallus (gi|61808325) e di Xenopus 
tropicalis (gi|156717769), l’85% con quella di Rattus norvegicus (gi|126090893), di Mus 
musculus (gi|74145166), di Ovis aries (gi|57526362), di Anas platyrhynchos (gi|90823302) 
e di Protopterus dolloi (gi|207832972), l’83% con quella di Xenopus laevis (gi|147902743), 
Takifugu rubripes (GI:163954958) e Sparus aurata (gi|110349434), l’81% con quella di 
Oncorhynchus mykiss (gi|185135157) e l’80% con quella di Danio rerio (GI:182891611). 
È evidenziabile poi un’elevata identità anche con le due sequenze del PACAP dei 
tunicati (83% con la sequenza 1 e 78% con la sequenza 2).  
In tabella 1 sono riassunti inoltre i risultati dell’analisi condotta comparando la 
sequenza del PACAP di Torpedo marmorata con quella dei vertebrati prima riportati e 
dei tunicati: parte dei nucleotidi è completamente conservata (57.6%); il 31.8% del 
totale sono siti “parsimony-informative”, mentre il 10.6% sono “singleton”; inoltre il 
57.6% del totale sono siti 0-volte degenerati (d0f), mentre i siti 2-volte (d2f) e 4-volte 
(d4f) degenerati sono il 20.4% e l’8.3% del totale, rispettivamente. In tabella 2 sono 
riportate le distanze evolutive calcolate con il metodo di Kumar; in particolare, sono 
stati calcolati la distanza sinonima (dS), quella non-sinonima (dN) e il rapporto tra 
queste due distanze (dN/dS), che è molto minore di 1, suggerendo che la selezione 
positiva sia improbabile (il rapporto dN/dS dovrebbe essere maggiore di 1); è riportato 
inoltre il numero delle sostituzioni nei siti 4-volte (d4f) e 0-volte degenerati (d0f). 
Inoltre, per valutare il tipo di selezione che agisce sulla sequenza del PACAP, è stato 
effettuato lo Z-test di selezione e il test F di Fisher. Per lo Z-test di selezione è 
mostrata la probabilità P di rigettare l’ipotesi nulla (H0: selezione neutrale, dN=dS) a 
favore dell’ipotesi alternativa (HA: selezione purificante, dN<dS); i risultati ottenuti da 
tale test sono statisticamente significativi. Per il test F di Fisher è mostrata la 
probabilità P di rigettare l’ipotesi nulla di stretta neutralità a favore dell’ipotesi 
alternativa di selezione positiva; i valori di P<0.05 sono considerati significativi; se il 
numero delle sostituzioni sinonime per sito sinonimo eccede quello delle sostituzioni 
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non-sinonime per sito non-sinonimo, MEGA setta P=1 per indicare la presenza di 
una selezione purificante; i valore di P ottenuti dal test F di Fisher sono sempre pari a 
1, indicando quindi la presenza di una selezione purificante, che ha agito contro 
eventuali cambiamenti nella sequenza del PACAP nel corso dell’evoluzione. In figura 
6 è rappresentato l’albero filogenetico dedotto costruito con il metodo della Massima 
Parsimonia; è interessante notare che dall’albero filogenetico emerge che la sequenza 
nucleotidica del PACAP di Torpedo marmorata è più vicina evolutivamente a quella 
degli anfibi che a quella dei teleostei.  
Analisi bioinformatica della sequenza aminoacidica 
La sequenza aminoacidica dedotta del PACAP di Torpedo marmorata (44 aa) è stata 
allineata con quella del PACAP di altri vertebrati (Fig. 7). L’analisi bioinformatica 
condotta mediante BLASTx ha evidenziato in particolare che la sequenza del PACAP 
di Torpedo marmorata ha il 100% di identità con i 40 aminoacidi di Oryctolagus cuniculus 
(nella cui sequenza mancano però gli ultimi quattro aminoacidi, in cui è presente 
l’unico aminoacido in cui la sequenza del PACAP di Torpedo differisce da quella dei 
mammiferi), il 98% di identità con la sequenza di Homo sapiens, di Mus musculus, di 
Rattus norvegicus e di Sus scrofa, il 95% di identità con quella di Bos taurus, Ovis aries, 
Gallus gallus, Anas platyrhynchos, Podarcis sicula, Xenopus laevis, Rana ridibunda, Acipenser 
schrenckii e Protopterus dolloi, il 94% con quella di Sparus aurata, il 92% con i 38 
aminoacidi del PACAP di Trachurus japonicus e Dasyatis akajei, il 91% con quella di 
Takifugu rubripes, Gadus morhua e Oncorhynchus mykiss, l’89% con quella di 
Ctenopharingodon idella e Uranoscopus japonicus, l’86% con la sequenza di Danio rerio. È 
evidenziabile poi un’elevata identità anche con le due sequenze del PACAP dei 
tunicati (97% con la sequenza 1 e 88% con la sequenza 2).  
Inoltre l’analisi della sequenza aminoacidica (44 aa) ha evidenziato che il 54.5% dei 
residui sono conservati, il 45.5% sono variabili (e la maggior parte di questi sono nella 
porzione C-terminale), il 20.4% sono residui “parsimony-informative” (la maggior 
parte di questi si trova al C-terminale) e il 25% sono singleton (Tab. 3). In tabella 4 
sono riportati i valori delle distanze a coppie tra la sequenza del PACAP di Torpedo 
marmorata e quella di altri vertebrati o tunicati (A) e tra la sequenza del PACAP di 
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Torpedo marmorata e quella di questi stessi organismi, raggruppati per classi (B); tali 
parametri sono stati calcolati con il metodo Dayoff Matrix. L’albero filogenetico 
costruito con il metodo della Massima Parsimonia è riportato in figura 8; per quanto 
riguarda la sequenza aminoacidica, questa è vicina a quella dell’altro elasmobranco di 
cui si conosce la sequenza del PACAP, Dasyatis akajei, e a quella degli anfibi. 
Produzione della sonda a cDNA 
La reazione di PCR condotta sul prodotto di eluizione di circa 150 bp, utilizzando 
dNTP marcati con digossigenina, ha evidenziato una banda leggermente più alta di 
quella ottenuta conducendo parallelamente la PCR con dNTP non marcati (Fig. 9). 
Per la produzione della sonda a RNA eterologa per il PACAP di Podarcis sicula si veda 
il paragrafo 6.1.2. 
Ibridazione in situ per la localizzazione del messaggero del PACAP nel testicolo di 
Torpedo marmorata 
Indagini di ibridazione in situ condotte in primo luogo con sonda eterologa a RNA 
per il PACAP di Podarcis sicula e in secondo luogo, dopo aver ottenuto la sequenza del 
PACAP di Torpedo marmorata, con sonda omologa a cDNA dimostrano che il 
messaggero del PACAP è ampiamente espresso nelle sezioni di testicolo di Torpedo 
marmorata a livello sia delle cellule germinali sia delle cellule somatiche. L’utilizzo delle 
due sonde ha dato gli stessi risultati. Nelle cellule germinali, l’mRNA del PACAP, 
assente negli spermatogoni (Fig. 10B) e negli spermatociti I (Fig. 10C), è presente, 
invece, nei prespermatogoni (Fig. 10A), negli spermatociti II (Fig. 10D), negli 
spermatidi rotondi e allungati (Fig. 10D) e negli spermatozoi prima del rilascio (Fig. 
10E). Un segnale positivo di ibridazione è presente anche nelle cellule di Leydig 
localizzate tra le cisti che contengono prespermatogoni (10A), spermatociti I (Fig. 
10C), spermatociti II (Fig. 10D), spermatidi rotondi e allungati (Fig. 10D) e 
spermatozoi (Fig. 10E), mentre le cellule di Sertoli non sono mai marcate, eccetto che 
quelle presenti nelle cisti a prespermatogoni (Fig. 10A) e nelle cisti svuotate (Fig. 
10F). L’mRNA del PACAP non è stato rilevato nelle sezioni di testicolo di controllo 
incubate con la sonda senso o senza sonda (Fig. 10G). 
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Immunoprecipitazione per il PACAP27 e il PACAP38 nel testicolo di Torpedo 
marmorata 
L’immunoprecipitazione con anticorpi anti-PACAP27 e anti-PACAP38 su estratti 
proteici testicolari ha evidenziato la presenza di due bande di circa 3.5 kDa (Figg. 11A 
e 12A), dimostrando quindi che entrambe le forme di questo peptide sono presenti 
nel testicolo di Torpedo marmorata. 
Immunoistochimica per la localizzazione del PACAP27 nel testicolo di Torpedo 
marmorata 
L’immunolocalizzazione del PACAP27 nel testicolo di Torpedo marmorata dimostra che 
questa proteina è rappresentata in questo distretto in modo sovrapponibile al 
messaggero. Infatti il PACAP27 è presente sia nelle cellule germinali sia in quelle 
somatiche: l’immunoreattività è stata infatti rilevata nei prespermatogoni (Fig. 11B), 
negli spermatociti II (Fig. 11D), negli spermatidi rotondi e allungati (Fig. 11E) e negli 
spermatozoi prima del rilascio (Fig. 11F), nonché nelle cellule di Leydig localizzate tra 
le cisti che contengono spermatociti I (Fig. 11D), spermatociti II (Fig. 11D), 
spermatidi rotondi e allungati (Fig. 11E), spermatozoi (Fig. 11F) e tra le cisti svuotate 
(Fig. 11G). Diversamente, il PACAP27 è assente negli spermatogoni (Fig. 11C) e 
negli spermatociti I (Fig. 11D), così come nelle cellule di Sertoli, eccetto che in quelle 
delle cisti a prespermatogoni (Fig. 11B) e delle cisti svuotate (Fig. 11G). Le sezioni di 
controllo, ottenute per omissione dell’anticorpo primario, sono risultate negative (Fig. 
11H). 
Immunoistochimica per la localizzazione del PACAP38 nel testicolo di Torpedo 
marmorata 
L’immunolocalizzazione del PACAP38 nel testicolo di Torpedo marmorata dimostra che 
questa proteina è rappresentata in questo distretto in modo simile al PACAP27. 
Infatti il PACAP38 è presente sia nelle cellule germinali sia in quelle somatiche: allo 
stesso modo del PACAP27, è presente nei prespermatogoni (Fig. 12B), negli 
spermatociti II (Fig. 12E), negli spermatidi rotondi e allungati (Fig. 12F) e negli 
spermatozoi prima del rilascio (Fig. 12G), nonché nelle cellule di Leydig localizzate 
tra le cisti che contengono spermatociti I (Fig. 12D), spermatociti II (Fig. 12E), 
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spermatidi rotondi e allungati (Fig. 12F) e spermatozoi (Fig. 12G); manca negli 
spermatociti I (Fig. 12D), così come nelle cellule di Sertoli, eccetto che quelle delle 
cisti a prespermatogoni (Fig. 12B) e delle cisti svuotate (Fig. 12H). Diversamente dal 
PACAP27, è presente anche negli spermatogoni, nelle cellule di Sertoli presenti in 
queste cisti e nelle cellule di Leydig presenti tra queste cisti (Fig. 12C). Le sezioni di 
controllo, ottenute per omissione dell’anticorpo primario, sono risultate negative (Fig. 
12H, inserto). 
 
6.1.2 Podarcis sicula 
Estrazione di RNA 
L’RNA estratto da testicolo e da encefalo di maschi maturi di Podarcis sicula è stato 
corso su gel di agarosio all’1% per verificarne la qualità (Fig. 13). La lettura allo 
spettrofotometro ha confermato la bontà dell’estratto: la ratio 260/280 è infatti 
maggiore di 1.7. 
RT-PCR 
La PCR condotta usando gli stessi primer utilizzati nelle precedenti reazioni di PCR 
(Valiante et al., 2007), costruiti comparando le regioni codificanti del PACAP dei 
vertebrati (Fig. 2) ha evidenziato che il trascritto del gene del PACAP è espresso, oltre 
che nell’encefalo, nel fegato, nello stomaco, nell’intestino e nei polmoni (Valiante et 
al., 2007, 2009), anche nel testicolo di Podarcis sicula. La corsa elettroforetica su gel di 
agarosio al 2% della PCR condotta su cDNA di testicolo e di encefalo ha permesso di 
evidenziare in entrambi i casi un prodotto di circa 200 coppie di basi (Fig. 14A); i 
controlli non presentano alcuna banda (Fig. 14A). I prodotti delle PCR sono stati 
quindi eluiti e il prodotto dell’eluizione è stato corso su un gel di agarosio al 2% (Fig. 
14B); la corsa elettroforetica ha permesso di evidenziare un’unica banda della 
lunghezza attesa, che, sequenziata, effettivamente corrisponde al PACAP di Podarcis 
sicula precedentemente identificato (gi| 89593597) (Fig. 15).  
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Produzione della sonda a RNA e ibridazione in situ 
- Clonaggio e minipreparazione dei cloni ricombinanti 
Il plasmide ricombinante, contenuto nelle colonie bianche, è stato recuperato 
mediante minipreparazione, corso su gel d’agarosio e visualizzato mediante 
colorazione con bromuro di etidio: sono evidenziabili le tre bande corrispondenti alle 
tre isoforme del plasmide (Fig. 16A). 
- Digestione enzimatica dei cloni ricombinanti e sintesi della sonda a RNA 
In seguito alla digestione del plasmide ricombinante con EcoRI, si osservano due 
bande: una corrispondente all’inserto, l’altra corrispondente al plasmide pGEM-T 
easy linearizzato (Fig. 16B). La digestione dello stesso plasmide con gli enzimi SalI e 
NcoI ne ha consentito la linearizzazione, come dimostrato dalla corsa elettroforetica 
su gel di agarosio all’1% (Fig. 16B). Lo spot test dimostra che la sonda a RNA sia 
antisenso sia senso è concentrata 500 ng/μl (dato non mostrato). 
Ibridazione in situ per la localizzazione del messaggero del PACAP nel testicolo di 
Podarcis sicula 
Indagini di ibridazione in situ condotte con sonda omologa a RNA per il PACAP 
dimostrano che il messaggero di questo peptide è ampiamente espresso nelle sezioni 
di testicolo di Podarcis sicula a livello sia delle cellule germinali sia delle cellule 
somatiche (Agnese et al., 2010). In particolare, l’mRNA per il PACAP è espresso in 
tutti gli stadi della spermatogenesi, anche se un segnale di ibridazione particolarmente 
intenso è presente negli ultimi stadi (spermatidi e spermatozoi) (Fig. 17). Un segnale 
di ibridazione è evidente anche nelle cellule di Leydig e di Sertoli (Fig. 17). Sezioni di 
controllo, ottenute per incubazione con la sonda senso, non sono marcate (Fig. 17, 
inserto). 
Immunoprecipitazione per il PACAP27 e il PACAP38 nel testicolo di Podarcis sicula 
L’immunoprecipitazione con anticorpi anti-PACAP27 e anti-PACAP38 su estratti 
proteici testicolari ha evidenziato la presenza di due bande di circa 3.5 kDa (Figg. 18A 
e 19A), dimostrando quindi che entrambe le forme di questo peptide sono presenti 
nel testicolo di Podarcis sicula. 
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Immunoistochimica per la localizzazione del PACAP27 nel testicolo di Podarcis sicula 
L’immunolocalizzazione del PACAP27 nel testicolo di Podarcis sicula dimostra che 
questa proteina è rappresentata in questo distretto in modo sovrapponibile al 
messaggero. Infatti il PACAP27 è presente sia nelle cellule germinali sia in quelle 
somatiche: un segnale positivo è stato infatti rilevato negli spermatogoni, negli 
spermatociti I e II e, in modo più evidente, negli spermatidi e negli spermatozoi (Fig. 
18B); allo stesso modo, sono marcate anche le cellule di Leydig e di Sertoli (Fig. 18B). 
Controlli ottenuti omettendo l’anticorpo primario sono risultati negativi (Fig. 18C) 
(Agnese et al., 2010). 
Immunoistochimica per la localizzazione del PACAP38 nel testicolo di Podarcis sicula 
Indagini immunoistochimiche condotte con un anticorpo eterologo anti-PACAP38 
su sezioni di testicolo di Podarcis sicula dimostrano che questa proteina è rappresentata 
in questo distretto in modo sovrapponibile al messaggero e al PACAP27; infatti il 
PACAP38 è presente negli spermatogoni, negli spermatociti I e II e, in modo più 
evidente, negli spermatidi e negli spermatozoi (Fig. 19B); sono marcate anche le 
cellule di Leydig e di Sertoli (Fig. 19B). I controlli, ottenuti per omissione 
dell’anticorpo primario, sono negativi (Fig. 19C). 
 
6.2 IL VIP 
6.2.1 Torpedo marmorata 
Ibridazione in situ per la localizzazione del messaggero del PHI/VIP nel testicolo di 
Torpedo marmorata 
Indagini di ibridazione in situ condotte con una sonda eterologa a cDNA per il 
PHI/VIP di Podarcis sicula (vedi par. 6.2.2) dimostrano che il messaggero del 
PHI/VIP è espresso nelle sezioni di testicolo di Torpedo marmorata a livello sia delle 
cellule germinali sia delle cellule somatiche. Nelle cellule germinali, il messaggero del 
PHI/VIP è assente negli spermatogoni (Fig. 20B) e negli spermatociti I (Fig. 20C); 
diversamente, è presente nei prespermatogoni (Fig. 20A), negli spermatociti II (Fig. 
20D), negli spermatidi rotondi e allungati (Fig. 20E) e negli spermatozoi prima del 
rilascio (Fig. 20F). Un segnale positivo di ibridazione è presente anche nelle cellule di 
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Leydig localizzate tra le cisti che contengono spermatociti I (Fig. 20C), spermatociti II 
(Fig. 20D), spermatidi rotondi e allungati (Fig. 20E) e spermatozoi (Fig. 20F), mentre 
le cellule di Sertoli non sono mai marcate, eccetto che quelle presenti nelle cisti a 
prespermatogoni (Fig. 20A) e nelle cisti svuotate (Fig. 20G). L’mRNA del PHI/VIP 
non è stato rilevato nelle sezioni di testicolo di controllo (Fig. 20G, inserto). 
Immunoprecipitazione per il VIP nel testicolo di Torpedo marmorata 
L’immunoprecipitazione su estratti proteici testicolari con anticorpo anti-VIP ha 
evidenziato la presenza di una banda di circa 3.5 kDa (Fig. 21A), dimostrando quindi 
che questo peptide è presente nel testicolo di Torpedo marmorata. 
Immunoistochimica per la localizzazione del VIP nel testicolo di Torpedo marmorata 
Indagini immunoistochimiche condotte con un anticorpo eterologo per il VIP 
dimostrano che tale peptide è ampiamente distribuito nel testicolo di Torpedo 
marmorata. In particolare, il VIP manca negli spermatociti I (Fig. 21D), mentre è 
presente nei prespermatogoni (Fig. 21B), negli spermatogoni (Fig. 21C), negli 
spermatociti II (Fig. 21E), negli spermatidi rotondi e allungati (Fig. 21F) e negli 
spermatozoi prima del rilascio (Fig. 21G). La proteina è presente anche nelle cellule di 
Leydig localizzate tra le cisti che contengono spermatogoni (Fig. 21C), spermatociti I 
(Fig. 21D), spermatociti II (Fig. 21E), spermatidi rotondi e allungati (Fig. 21F) e 
spermatozoi (Fig. 21G, inserto) e nelle cellule di Sertoli delle cisti contenenti 
prespermatogoni (Fig. 21B), spermatogoni (Fig. 21C), spermatozoi appena prima del 
rilascio (Fig. 21G) e delle cisti svuotate (Fig. 21H). I controlli, ottenuti per omissione 
dell’anticorpo primario, sono negativi (Fig. 21H, inserto). 
 
6.2.2 Podarcis sicula 
RT-PCR 
La PCR ha evidenziato che il trascritto del gene del PHI/VIP è espresso nel testicolo 
di Podarcis sicula. La corsa elettroforetica su gel di agarosio all’1.8% della PCR 
effettuata con dei primer specifici costruiti sulle regioni codificanti del PHI/VIP di 
Anolis carolinensis (Fig. 22) ha permesso di evidenziare un prodotto lungo poco meno 
di 400 coppie di basi (Fig. 23A); i controlli non presentano alcuna banda (Fig. 23A). Il 
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prodotto della PCR è stato quindi eluito e il prodotto dell’eluizione è stato corso su 
gel di agarosio all’1.8% (Fig. 23B); la corsa elettroforetica ha permesso di evidenziare 
la banda della lunghezza attesa, che è stata quindi sequenziata. Dal sequenziamento 
emerge che il prodotto della PCR corrisponde a una parte della sequenza codificante 
il propeptide, alla sequenza codificante il PHI, il VIP e alla sequenza codificante la 
parte del propeptide tra il PHI e il VIP. In figura 24 sono riportate la sequenza 
nucleotidica e la sequenza aminoacidica dedotta del PHI/VIP di Podarcis sicula. La 
sequenza nucleotidica è lunga circa 350 bp con un open reading frame di 312 bp e 
una sequenza aminoacidica dedotta di 104 residui. La proteina matura dedotta consta 
di 104 aminoacidi, che includono parte del propeptide, l’intera sequenza del PHI (27 
aminoacidi) e del VIP (28 aminoacidi), e corrispondono a un peso molecolare di 12 
kDa (ExPASy: http://www.expasy.ch/); in particolare, il PHI ha un peso molecolare 
teorico di circa 3 kDa, mentre il VIP di 3.3 kDa.  
Analisi bioinformatica della sequenza nucleotidica 
Dall’analisi della sequenza nucleotidica ottenuta emerge la presenza di un’elevata 
identità tra la sequenza nucleotidica del PHI/VIP di Podarcis sicula e quella di altri 
vertebrati, come evidenziato dall’allineamento della sequenza da me ottenuta con 
quella di vertebrati scelti tra mammiferi, uccelli, rettili, anfibi e teleostei (Fig. 25). 
L’analisi bioinformatica condotta mediante BLASTn ha evidenziato in particolare che 
la sequenza del PHI/VIP di Podarcis sicula ha l’82% di identità con la sequenza di 
Anolis carolinensis (ENSACAT00000005611), il 78% di identità con quella di Xenopus 
laevis (gi|148232101), il 76% di identità con quella di Gallus gallus (gi|487632), il 75% 
con quella di Canis familiaris (gi|73946149) e il 74% di identità con quella di Takifugu 
rubripes (gi|163954954). Comparando l’intera sequenza ottenuta con quella dei 
vertebrati prima riportati, emerge che il 44% di nucleotidi sono completamente 
conservati. I nucleotidi completamente conservati salgono però al 51% e al 61% 
quando, tra le specie riportate, invece di considerare l’intero frammento, si 
considerano le singole sequenze del PHI e del VIP, rispettivamente. Per quanto 
riguarda il PHI, la sequenza di Podarcis sicula ha il 91% di identità con la sequenza di 
Anolis carolinensis (ENSACAT00000005611), il 78% con Takifugu rubripes 
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(gi|163954954), il 77% con Xenopus laevis (gi|148232101), il 73% con Canis familiaris 
(gi|73946149) e il 72% con Gallus gallus (gi|487632). L’identità aumenta ancora se si 
considera invece la sequenza del VIP, come mostrato dall’allineamento tra la 
sequenza nucleotidica del VIP di Podarcis sicula e quella di altri vertebrati riportata in 
figura 26; infatti, il VIP di Podarcis sicula ha il 94% di identità con quello di Anolis 
carolinensis (ENSACAT00000005611), il 90% con Taenopygia guttata 
(ENSTGUT00000011658), l’89% con Gallus gallus (gi|487632), l’86% con Danio rerio 
(gi|167621465), l’84% con Xenopus laevis (gi|148232101), l’83% con Bos taurus 
(gi|112181314), Ovis aries (gi|187607662) e Takifugu rubripes (gi|163954954), l’80% 
con Homo sapiens (gi|37588851), Rattus norvegicus (gi|209870056) e Oryzias latipes 
(ENSORLT00000004877), il 79% con Sus scrofa (gi|305377067) e il 77% con Mus 
musculus (gi|142365020) e Canis familiaris (gi|73946149).  
In tabella 5 sono riassunti inoltre i risultati dell’analisi condotta con MEGA 4.0, 
comparando la sola parte della sequenza che codifica il VIP di Podarcis sicula con 
quella dei vertebrati sopra riportati: il 59.5% dei residui sono conservati, il 36.9% dei 
siti sono “parsimony-informative”, mentre il 3.6% sono singleton; inoltre il 63.1% del 
totale sono siti 0-volte degenerati (d0f), mentre i siti 2-volte (d2f) e 4-volte (d4f) 
degenerati sono il 15.5% e l’8.3% del totale, rispettivamente. In tabella 6 sono 
riportate inoltre le distanze evolutive calcolate con il metodo di Kumar; in particolare, 
sono state calcolate la distanza sinonima (dS), quella non-sinonima (dN) e il rapporto 
tra queste due distanze (dN/dS), che è molto minore di 1, suggerendo che la selezione 
positiva sia improbabile (il rapporto dN/dS dovrebbe essere maggiore di 1); è riportato 
inoltre il numero delle sostituzioni nei siti 4-volte (d4f) e 0-volte degenerati (d0f). 
Inoltre, per valutare il tipo di selezione che agisce sulla sequenza del VIP, è stato 
effettuato lo Z-test di selezione e il test F di Fisher. Per lo Z-test di selezione è 
mostrata la probabilità P di rigettare l’ipotesi nulla (H0: selezione neutrale, dN=dS) a 
favore dell’ ipotesi alternativa (HA: selezione purificante, dN<dS); i risultati ottenuti da 
tale test sono statisticamente significativi. Per il test F di Fisher è mostrata la 
probabilità P di rigettare l’ipotesi nulla di stretta neutralità a favore dell’ipotesi 
alternativa di selezione positiva; i valori di P<0.05 sono considerati significativi; se il 
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numero delle sostituzioni sinonime per sito sinonimo eccede quello delle sostituzioni 
non-sinonime per sito non-sinonimo, MEGA setta P=1 per indicare la presenza di 
una selezione purificante; i valore di P ottenuti dal test F di Fisher sono sempre pari a 
1, indicando quindi la presenza di una selezione purificante, che ha agito contro 
eventuali cambiamenti nella sequenza del VIP nel corso dell’evoluzione. In figura 27 
è rappresentato l’albero filogenetico dedotto costruito con il metodo della Massima 
Parsimonia; è interessante notare che dall’albero filogenetico emerge che la sequenza 
nucleotidica del VIP di Podarcis sicula è più vicina evolutivamente a quella dell’altro 
rettile di cui si conosce la sequenza nucleotidica, Anolis carolinensis.  
Analisi bioinformatica della sequenza aminoacidica 
La sequenza aminoacidica dedotta del PHI/VIP di Podarcis sicula è stata allineata con 
quella del PHI/VIP di altri vertebrati (Fig. 28). L’analisi bioinformatica condotta 
mediante BLASTx ha evidenziato in particolare che l’intera sequenza aminoacidica 
del PHI/VIP di Podarcis sicula ha l’82% di identità con la sequenza di Anolis carolinensis, 
il 76% con Xenopus laevis, il 69% con Gallus gallus, il 68% con Canis familiaris, e il 64% 
con Takifugu rubripes. Comparando l’intera sequenza ottenuta con quella dei vertebrati 
prima riportati utilizzando il software MEGA 4.0, emerge che il 49% degli aminoacidi 
sono completamente conservati. Gli aminoacidi completamente conservati salgono 
però al 54% e all’82% quando, invece di considerare l’intero frammento, si 
considerano le singole sequenze del PHI e del VIP, rispettivamente. Per quanto 
riguarda il PHI, la sequenza di Podarcis sicula ha il 92% di identità con la sequenza di 
Anolis carolinensis, Xenopus laevis e Takifugu rubripes, il 77% con Canis familiaris e il 58% 
con Gallus gallus. L’identità aumenta ancora se si considera invece la sequenza del VIP, 
come mostrato dall’allineamento tra la sequenza aminoacidica del VIP di Podarcis sicula 
e quella di altri vertebrati riportata in figura 29; infatti, il VIP di Podarcis sicula ha il 
100% di identità con quello di Gallus gallus, di Taenopygia guttata, di Anolis carolinensis, di 
Alligator mississipiensis, di Rana ridibunda e di Xenopus laevis, mentre ha il 96% di identità 
con quello di Danio rerio, Oryzias latipes, Takifugu rubripes, Onchorhynchus mykiss e Sparus 
aurata e l’86% con Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus musculus, Bos taurus, Ovis aries, 
Canis familiaris, Sus scrofa e Scyliorhinus canicula. Inoltre l’analisi sulla sequenza 
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aminoacidica del VIP (28 aa) condotta con MEGA 4.0 ha evidenziato che il 78.6% 
dei residui sono conservati, il 17.6% sono residui “parsimony-informative” e il 3.6% 
sono singleton (Tab. 7). In tabella 8 sono riportati i valori delle distanze a coppie tra 
la sequenza del VIP di Podarcis sicula e quella di altri vertebrati (A) e tra la sequenza del 
VIP di Podarcis sicula e quella di questi stessi organismi, raggruppati per classi (B); tali 
parametri sono stati calcolati con il metodo Dayoff Matrix. L’albero filogenetico 
costruito con il metodo della Massima Parsimonia è riportato in figura 30; per quanto 
riguarda la sequenza aminoacidica, questa è vicina a quella degli altri rettili, anfibi e 
uccelli, dal momento che le loro sequenze hanno il 100% di identità. 
Produzione della sonda a cDNA 
La reazione di PCR condotta sul prodotto di eluizione utilizzando dNTP marcati con 
digossigenina ha evidenziato una banda leggermente più alta di quella ottenuta 
conducendo parallelamente la PCR con dNTP non marcati (Fig. 31A). 
Ibridazione in situ per la localizzazione del messaggero del PHI/VIP nel testicolo di 
Podarcis sicula 
Indagini di ibridazione in situ condotte con sonda omologa a cDNA per il PHI/VIP 
dimostrano che il messaggero del PHI/VIP è espresso nelle sezioni di testicolo di 
Podarcis sicula a livello sia delle cellule germinali sia delle cellule somatiche in modo 
stadio-dipendente. Nelle cellule germinali, è espresso soprattutto negli spermatociti II 
e negli spermatidi; sono debolmente marcati anche gli spermatogoni e gli spermatociti 
I, mentre non sono marcati gli spermatozoi (Fig. 31B). Un segnale di ibridazione è 
presente anche nelle cellule di Sertoli e nelle cellule di Leydig (Fig. 31B). L’mRNA del 
PHI/VIP non è stato rilevato nelle sezioni di testicolo di controllo (Fig. 31B, inserto). 
Immunoprecipitazione per il VIP nel testicolo di Podarcis sicula 
L’immunoprecipitazione su estratti proteici testicolari con anticorpo anti-VIP ha 
evidenziato la presenza di una banda al di sotto di 3.5 kDa (Fig. 32A), dimostrando 
quindi che questo peptide è presente nel testicolo di Podarcis sicula. 
Immunoistochimica per la localizzazione del VIP nel testicolo di Podarcis sicula 
Indagini immunoistochimiche condotte con un anticorpo eterologo per il VIP 
dimostrano che tale peptide è ampiamente distribuito nel testicolo di Podarcis sicula. In 
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particolare, il VIP, in modo simile al PACAP, è presente in tutti gli stadi della 
spermatogenesi, anche se risultano maggiormente marcati gli ultimi stadi 
(spermatociti II, spermatidi rotondi e allungati e spermatozoi) rispetto ai primi 
(spermatogoni e spermatociti I); sono marcate anche le cellule di Leydig e quelle di 
Sertoli (Fig. 32B). I controlli, ottenuti omettendo dell’anticorpo primario, sono 
negativi (Fig. 32B, inserto). 
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CAPITOLO 7 
RISULTATI II: I RECETTORI DEL PACAP E DEL VIP 
 
WESTERN BLOTTING PER PAC1R, VPAC1R E VPAC2R 
Le analisi di Western blotting su proteine estratte da testicolo hanno evidenziato che 
in Torpedo marmorata (Fig. 33A) e in Podarcis sicula (Fig. 33C) sono presenti i recettori 
del PACAP e del VIP: l’incubazione con l’anticorpo anti-PAC1R ha evidenziato una 
banda di circa 66 kDa, l’incubazione con l’anticorpo anti-VPAC1R una banda di circa 
45 kDa e infine l’incubazione con l’anticorpo anti-VPAC2R una banda di circa 55 
kDa (Fig. 33B e D). Diversamente, i controlli negativi, ottenuti per omissione 
dell’anticorpo primario, non presentano nessuna banda (Fig. 33B e D). 
 
7.1 IL RECETTORE PAC1 
7.1.1 Torpedo marmorata 
RT-PCR 
La PCR è stata condotta con dei primer specifici costruiti comparando le regioni 
codificanti del PAC1R dei vertebrati circa 320 bp a monte e appena a valle rispetto al 
sito di inserzione delle cassette hip e/o hop (Fig. 34) e ha evidenziato che il trascritto 
del recettore PAC1 è presente nel testicolo di Torpedo marmorata. La corsa 
elettroforetica su gel di agarosio al 2% ha permesso di evidenziare due bande di circa 
350 e 450 coppie di basi (Fig. 35A). I controlli non presentano alcuna banda (Fig. 
35A). Le due bande ottenute dalla PCR sono state quindi eluite; i prodotti 
dell’eluizione sono stati corsi su gel di agarosio all’1.8% (Fig. 35B); la corsa 
elettroforetica ha permesso di evidenziare, per ciascun eluito, un’unica banda della 
lunghezza attesa, che è stata quindi sequenziata. Nelle figure 36 e 37 sono riportate le 
sequenze nucleotidiche e le sequenze aminoacidiche dedotte delle due sequenze 
ottenute. Una sequenza nucleotidica è lunga 303 bp con un open reading frame di 
303 bp e una sequenza aminoacidica dedotta di 101 aminoacidi (Fig. 36); l’altra 
sequenza nucleotidica è lunga invece 336 bp con un open reading frame di 335 bp e 
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una sequenza aminoacidica dedotta di 111 aminoacidi (Fig. 37). L’analisi con Clustal 
W2 tra ciascuna sequenza e le varie cassette hip/hop ha permesso di evidenziare che 
la sequenza di 303 bp corrisponde all’isoforma null (Figg. 38-39), cioè priva 
dell’inserto, mentre la sequenza di 450 bp corrisponde all’isoforma hop2 (Figg. 40-
41). La sequenza null è stata pubblicata sul sito NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con numero di accesso HQ318781.  
Analisi bioinformatica della sequenza nucleotidica dell’isoforma null 
La sequenza nucleotidica dell’isoforma null del PAC1R di Torpedo marmorata ha 
un’elevata identità con le sequenze del PAC1R di altri vertebrati, come evidenziato 
dall’allineamento della sequenza di Torpedo marmorata con quella di Podarcis sicula (vedi 
par. 7.1.2) e di altri vertebrati, scelti tra mammiferi, uccelli, anfibi e teleostei (Fig. 38). 
L’analisi bioinformatica condotta mediante BLASTn ha evidenziato in particolare che 
la sequenza del PAC1R di Torpedo marmorata ha il 74% di identità con quella di Rattus 
norvegicus (gi|404252), il 73% di identità con quella di Gallus gallus (gi|148372317), il 
76% con quella di Podarcis sicula, il 70% con Xenopus laevis (gi|6561484) e il 73% con 
Danio rerio (gi|218931202). In tabella 9 sono riassunti inoltre i risultati dell’analisi 
condotta comparando le sequenze degli organismi prima menzionati nell’analisi sia di 
Torpedo marmorata sia di Podarcis sicula: parte dei nucleotidi è completamente conservata 
(59.6%); il 20.8% del totale sono siti “parsimony-informative” e il 19.6% sono siti 
singleton; il 62.4% del totale sono siti 0-volte degenerati, mentre i siti 2-volte e 4-volte 
sono ciascuno il 12.2 % del totale.  
In figura 50 sono riportate le parti del recettore codificate dalla sequenza ottenuta. 
Analisi bioinformatica della sequenza aminoacidica dell’isoforma null 
La sequenza aminoacidica parziale dedotta del PAC1R di Torpedo marmorata è stata 
allineata con quella del PAC1R di Podarcis sicula e di altri vertebrati (Fig. 39). L’analisi 
bioinformatica condotta mediante BLASTx ha evidenziato in particolare che la 
sequenza aminoacidica del recettore PAC1 di Torpedo marmorata ha il 78% di identità 
con quella di Rattus norvegicus, di Gallus gallus e di Podarcis sicula, il 79% con Xenopus 
laevis e l’81% con Danio rerio. In tabella 10 sono riassunti inoltre i risultati dell’analisi 
condotta con il software MEGA 4.0, comparando le sequenze di Torpedo marmorata e 
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di Podarcis sicula con quelle di Rattus norvegicus, Gallus gallus, Xenopus laevis e Danio rerio: il 
73.4% degli aminoacidi sono conservati tra i vari vertebrati analizzati, il 26.6% sono 
variabili, il 7.3% sono residui “parsimony-informative” e il 19.3% sono singleton. 
In figura 51 sono riportate le parti del recettore comprese nella sequenza ottenuta. 
Analisi bioinformatica della sequenza nucleotidica dell’isoforma hop2 
L’analisi della sequenza nucleotidica dell’isoforma hop2 del PAC1R di Torpedo 
marmorata ha evidenziato un’alta identità con il PAC1R di altri vertebrati, come emerge 
dall’allineamento riportato in figura 40. L’analisi bioinformatica condotta mediante 
BLASTn ha evidenziato in particolare che la sequenza dell’isoforma hop2 del 
recettore PAC1 di Torpedo marmorata ha il 74% di identità con quella di Rattus norvegicus 
(gi|404197), il 72% di identità con quella di Gallus gallus (Peeters et al., 1999) e il 76% 
con Danio rerio (gi|58047486). In tabella 11 sono riassunti inoltre i risultati dell’analisi 
condotta con il software MEGA 4.0, comparando le sequenze degli organismi prima 
menzionati: parte dei nucleotidi è completamente conservata (63.4%); il 6.5% del 
totale sono siti “parsimony-informative” e il 29.8% sono singleton; il 59.8% del totale 
sono siti 0-volte degenerati, mentre i siti 2-volte e 4-volte degenerati sono ciascuno il 
10.4 e l’8.3% del totale, rispettivamente.  
In figura 50 sono evidenziate le parti del recettore che sono codificate dalle sequenze 
ottenute. Tra i vari vertebrati presi in considerazione, i residui conservati nel terzo 
loop intracellulare, in cui si inserisce la cassetta hop2, sono il 64%. 
Analisi bioinformatica della sequenza aminoacidica dell’isoforma hop2 
La sequenza aminoacidica parziale dedotta dell’isoforma hop2 del recettore PAC1 di 
Torpedo marmorata è stata allineata con quella del PAC1R di altri vertebrati (Fig. 41). 
L’analisi bioinformatica condotta mediante BLASTx ha evidenziato in particolare che 
la sequenza di Torpedo marmorata ha il 78% di identità con quella di Rattus norvegicus, il 
77% di identità con quella di Gallus gallus e il 76% con Danio rerio. In tabella 12 sono 
riassunti inoltre i risultati dell’analisi condotta con il programma MEGA 4.0, 
comparando la sequenza di Torpedo marmorata con quella dei vertebrati appena 
riportati: il 71.2% degli aminoacidi sono conservati tra i vari vertebrati analizzati, il 
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28.8% sono variabili, il 3.6% sono residui “parsimony-informative” e il 25.2% sono 
singleton. 
In figura 51 sono riportate le parti del recettore che sono comprese nelle sequenze 
ottenute ed è indicato il punto in cui c’è l’inserimento della cassetta hop2. I residui 
conservati nel terzo loop intracellulare, in cui si inserisce la cassetta hop2, sono il 
62%. 
Produzione della sonda a RNA e ibridazione in situ 
- Clonaggio e minipreparazione dei cloni ricombinanti 
La corsa elettroforetica su gel di agarosio all’1% del plasmide ricombinante, 
recuperato mediante minipreparazione, ha evidenziato le tre bande, corrispondenti 
alle tre isoforme del plasmide (Fig. 42A). 
- Digestione enzimatica dei cloni ricombinanti e sintesi della sonda a RNA 
Il plasmide ricombinante è stato prima digerito con EcoRI, per verificare la presenza 
dell’inserto, e poi con gli enzimi SalI e NcoI per linearizzarlo, come dimostrato dalla 
corsa elettroforetica su gel di agarosio all’1% (Fig. 42B). Lo spot test dimostra che la 
sonda a RNA sia antisenso sia senso è concentrata 500 ng/μl (dato non mostrato). 
Ibridazione in situ per la localizzazione del messaggero del PAC1R nel testicolo di 
Torpedo marmorata 
Indagini di ibridazione in situ condotte con sonda omologa a RNA per il PAC1R 
dimostrano che il messaggero del recettore PAC1 è ampiamente espresso nelle sezioni 
di testicolo di Torpedo marmorata. Nelle cellule germinali, l’mRNA del PAC1R, assente 
negli spermatociti I (Fig. 43C), è presente, invece, nei prespermatogoni (Fig. 43A), 
negli spermatogoni (Fig. 43B), negli spermatociti II (Fig. 43D), negli spermatidi 
rotondi e allungati (Fig. 43E) e negli spermatozoi prima del rilascio (Fig. 43F). Un 
segnale positivo di ibridazione è presente anche nelle cellule di Leydig localizzate tra 
le cisti che contengono spermatogoni (Fig. 43B), spermatociti I (Fig. 43C), 
spermatociti II (Fig. 43D), spermatidi rotondi e allungati (Fig. 43E) e spermatozoi 
(Fig. 43F); sono marcate le cellule di Sertoli delle cisti a prespermatogoni (Fig. 43A), a 
spermatogoni (Fig. 43B) e delle cisti svuotate (Fig. 43G). L’mRNA del PAC1R non è 
stato rilevato nelle sezioni di testicolo incubate con la sonda senso (Fig. 43G, inserto). 
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Immunoistochimica per la localizzazione del PAC1R nel testicolo di Torpedo 
marmorata 
Esperimenti di immunolocalizzazione condotti con un anticorpo eterologo per il 
PAC1R dimostrano che tale proteina è presente nel testicolo di Torpedo marmorata. In 
particolare, sono marcati gli spermatociti II (Fig. 44D), gli spermatidi rotondi e 
allungati (Fig. 44E) e gli spermatozoi prima del rilascio (Fig. 44F), nonché le cellule di 
Leydig localizzate tra le cisti che contengono spermatociti I (Fig. 44C), spermatociti II 
(Fig. 44D), spermatidi rotondi e allungati (Fig. 44E) e spermatozoi (Fig. 44F) e tra le 
cisti svuotate (Fig. 44G); sono inoltre marcate le cellule di Sertoli delle cisti svuotate 
(Fig. 44G). Diversamente, non sono marcati i prespermatogoni (Fig. 44A), gli 
spermatogoni (Fig. 44B) e gli spermatociti I (Fig. 44C). Non è rilevabile nessun 
segnale nelle sezioni di controllo, in cui è stato omesso l’anticorpo primario (Fig. 
44H). 
 
7.1.2 Podarcis sicula 
RT-PCR 
La PCR condotta con i primer disegnati comparando le regioni codificanti del PAC1R 
dei vertebrati circa 320 bp a monte e appena a valle rispetto al sito di inserzione delle 
cassette hip e/o hop (Fig. 34) ha evidenziato che il trascritto del gene del recettore 
PAC1 è espresso nel testicolo di Podarcis sicula e ha permesso di ottenere due sequenze 
più lunghe di quella già depositata in banca dati (gi|161898731) e corrispondenti a 
due diverse isoforme del recettore. La corsa elettroforetica su gel di agarosio al 2% ha 
permesso di evidenziare, come per Torpedo marmorata, due bande di circa 350 e 450 
coppie di basi (Fig. 45A), mentre i controlli non presentano alcuna banda (Fig. 45A). 
Le due bande ottenute dalla PCR sono state quindi eluite e i prodotti dell’eluizione 
sono stati corsi su un gel di agarosio all’1.8% (Fig. 45B); la corsa elettroforetica ha 
permesso di evidenziare un’unica banda della lunghezza attesa per ogni eluito e 
ciascun eluito è stato quindi sequenziato. Nelle figure 46 e 47 sono riportate le 
sequenze nucleotidiche e le sequenze aminoacidiche dedotte delle due isoforme del 
recettore PAC1 di Podarcis sicula. Una sequenza nucleotidica è lunga 327 bp con un 
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open reading frame di 327 bp e una sequenza aminoacidica dedotta di 109 aminoacidi 
(Fig. 46); l’altra è lunga 411 bp con un open reading frame di 411 bp e una sequenza 
aminoacidica dedotta di 137 aminoacidi (Fig. 47). L’analisi con Clustal W2 tra 
ciascuna sequenza (327 e 411 bp) e le varie cassette hip/hop ha permesso di 
evidenziare che la banda di 327 bp corrisponde all’isoforma null, cioè priva 
dell’inserto (Figg. 38-39), mentre la banda di 411 bp corrisponde all’isoforma hop1 
(Figg. 48-49). Le sequenze sono state pubblicate sul sito NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con numero di accesso HQ318782 per la sequenza 
null e HQ318783 per la sequenza hop1. 
Analisi bioinformatica della sequenza nucleotidica dell’isoforma null 
La sequenza nucleotidica dell’isoforma null del PAC1R di Podarcis sicula presenta 
un’elevata identità con quella di altri vertebrati, come evidenziato dall’allineamento 
della sequenza null di Podarcis sicula con quella di altri vertebrati, mammiferi, uccelli, 
rettili, anfibi e teleostei, mostrato precedentemente per Torpedo marmorata (Fig. 38). 
L’analisi bioinformatica condotta mediante BLASTn ha evidenziato in particolare che 
la sequenza dell’isoforma null del recettore PAC1 di Podarcis sicula ha l’81% di identità 
con quella di Rattus norvegicus (gi|404252), l’82% di identità con quella di Gallus gallus 
(gi|148372317), l’80% con Xenopus laevis (gi|6561484) e con Danio rerio 
(gi|218931202).  
In figura 50 sono riportate le parti del recettore codificate dalla sequenza ottenuta. 
Analisi bioinformatica della sequenza aminoacidica dell’isoforma null 
La sequenza aminoacidica parziale dedotta del PAC1R di Podarcis sicula è stata allineata 
con quella del PAC1R di altri vertebrati (Fig. 39). L’analisi bioinformatica condotta 
mediante BLASTx ha evidenziato in particolare che la sequenza dell’isoforma null del 
recettore PAC1 di Podarcis sicula ha l’88% di identità con quella di Rattus norvegicus, il 
92% di identità con quella di Gallus gallus, il 91% con Xenopus laevis e il 95% con Danio 
rerio.  
In figura 51 sono riportate le parti del recettore comprese nella sequenza ottenuta. 
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Analisi bioinformatica della sequenza nucleotidica dell’isoforma hop1 
La sequenza nucleotidica dell’isoforma hop1 di Podarcis sicula ha un’alta identità con il 
PAC1R di altri vertebrati, come evidenziato dall’allineamento riportato in figura 48. 
L’analisi bioinformatica condotta mediante BLASTn ha evidenziato in particolare che 
la sequenza dell’isoforma hop1 del recettore PAC1 di Podarcis sicula ha l’80% di 
identità con quella di Rattus norvegicus (gi|404220), l’83% di identità con quella di 
Gallus gallus (Peeters et al., 1999), il 75% con Rana ridibunda (gi|16588558) e il 78% 
con Danio rerio (gi|58047490). In tabella 13 sono riassunti inoltre i risultati dell’analisi 
condotta con il programma MEGA 4.0, comparando le sequenze degli organismi 
prima menzionati: parte dei nucleotidi è completamente conservata (62%); il 12.9% 
del totale sono siti “parsimony-informative” e il 25.1% sono singleton; il 64% del 
totale sono siti 0-volte degenerati, mentre i siti 2-volte e 4-volte degenerati sono 
ciascuno il 13.6 e l’11.9% del totale, rispettivamente.  
In figura 50 sono evidenziate le parti del recettore che sono codificate dalle sequenze 
ottenute. I residui conservati nel terzo dominio intracellulare, dove c’è l’inserzione 
della cassetta hop1, è del 61% tra i vari vertebrati presi in considerazione. 
Analisi bioinformatica della sequenza aminoacidica dell’isoforma hop1 
La sequenza aminoacidica parziale dedotta dell’isoforma hop1 del recettore PAC1 di 
Podarcis sicula è stata allineata con quella del PAC1R di altri vertebrati (Fig. 49). 
L’analisi bioinformatica condotta mediante BLASTx ha evidenziato in particolare che 
la sequenza dell’isoforma hop1 del recettore PAC1 di Podarcis sicula ha l’87% di 
identità con quella di Rattus norvegicus, il 90% di identità con quella di Gallus gallus, 
l’83% con Rana ridibunda e l’88% con Danio rerio. In tabella 14 sono riassunti inoltre i 
risultati dell’analisi condotta con MEGA 4.0, comparando la sequenza di Podarcis con 
quelle dei vertebrati appena riportati: il 74.4% degli aminoacidi sono conservati tra i 
vari vertebrati analizzati, il 25.6% sono variabili, il 5.1% sono residui “parsimony-
informative” e il 20.4% sono singleton. 
In figura 51 sono evidenziate le parti del recettore che sono comprese nelle sequenze 
ottenute. I residui conservati nel terzo dominio intracellulare, dove c’è l’inserzione 
della cassetta hop1, è del 63%. 
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Riassunto delle isoforme ottenute per Torpedo marmorata e per Podarcis sicula 
In figura 50 sono evidenziate le parti del recettore che sono codificate dalle sequenze 
ottenute. Le sequenze del PAC1R di Torpedo marmorata e di Podarcis sicula includono 
parte del terzo segmento transmembrana (in cui il 48.1% dei nucleotidi sono 
conservati), il secondo loop intracellulare (in cui il 50% dei nucleotidi sono 
conservati), il quarto segmento transmembrana (in cui il 59.1% dei nucleotidi sono 
conservati), il terzo loop extracellulare (in cui il 60.3% dei nucleotidi sono conservati), 
il quinto segmento transmembrana (in cui il 61.7% dei nucleotidi sono conservati), il 
terzo loop intracellulare (in cui il 64.8% dei nucleotidi sono conservati), in cui ci può 
essere l’inserzione delle cassette hip/hop, e parte del sesto segmento transmembrana.  
In modo simile alla sequenza nucleotidica, anche per la sequenza aminoacidica in 
figura 51 sono evidenziate le varie parti del recettore. Le sequenze del PAC1R di 
Torpedo marmorata e di Podarcis sicula includono parte del terzo segmento 
transmembrana (in cui il 77.8% degli aminoacidi sono conservati), il secondo loop 
intracellulare (in cui il 75% degli aminoacidi sono conservati), il quarto segmento 
transmembrana (in cui il 68.2% degli aminoacidi sono conservati), il terzo loop 
extracellulare (in cui il 65.4% degli aminoacidi sono conservati), il quinto segmento 
transmembrana (in cui il 70% degli aminoacidi sono conservati), il terzo loop 
intracellulare (in cui il 83.3% degli aminoacidi sono conservati), in cui ci può essere 
l’inserzione delle cassette hip/hop, e parte del sesto segmento transmembrana. La più 
alta identità è stata registrata nel terzo dominio intracellulare. 
Produzione della sonda a cDNA 
La corsa elettroforetica su gel di agarosio della PCR condotta sull’eluito di 350 bp 
utilizzando dNTP marcati con digossigenina ha permesso di evidenziare una banda 
leggermente più alta di quella ottenuta conducendo parallelamente la PCR con dNTP 
non marcati (Fig. 52A). 
Ibridazione in situ per la localizzazione del messaggero del PAC1R nel testicolo di 
Podarcis sicula 
Indagini di ibridazione in situ condotte con sonda omologa a cDNA per il PAC1R 
dimostrano che il messaggero del recettore del PAC1R è espresso nelle sezioni di 
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testicolo di Podarcis sicula a livello sia delle cellule germinali sia delle cellule somatiche 
in modo stadio-dipendente. Nelle cellule germinali, il messaggero del recettore PAC1 
è espresso soprattutto negli spermatociti II e negli spermatidi; sono debolmente 
marcati anche alcuni spermatogoni e spermatociti I, mentre non sono marcati gli 
spermatozoi (Fig. 52B). Un segnale di ibridazione è presente anche nelle cellule di 
Sertoli e nelle cellule di Leydig (Fig. 52B). L’mRNA del recettore del PAC1R non è 
stato rilevato nelle sezioni di testicolo di controllo (Fig. 52B, inserto). 
Immunoistochimica per la localizzazione del PAC1R nel testicolo di Podarcis sicula 
Esperimenti di immunoistochimica condotti con anticorpo anti-PAC1R dimostrano 
che questa proteina è ampiamente rappresentata nel testicolo di Podarcis sicula. Il 
recettore PAC1 è presente sia nelle cellule germinali sia in quelle somatiche: nelle 
cellule germinali, è presente in tutti gli stadi della spermatogenesi, anche se la 
marcatura è più intensa negli ultimi stadi (spermatociti II, spermatidi rotondi e 
allungati e spermatozoi) rispetto ai primi (spermatogoni e spermatociti I). Inoltre, 
sono marcate anche le cellule di Leydig e quelle di Sertoli (Fig. 53A). Controlli 
negativi, ottenuti attraverso l’omissione dell’anticorpo primario, hanno sempre dato 
un segnale negativo (Fig. 53B) (Agnese et al., 2010). 
 
7.2 I RECETTORI VPAC 
7.2.1 Torpedo marmorata  
Immunoistochimica per la localizzazione del recettore VPAC1 nel testicolo di Torpedo 
marmorata 
Esperimenti di immunolocalizzazione condotti con un anticorpo eterologo anti-
VPAC1R hanno evidenziato che, diversamente dagli altri elementi del sistema 
PACAP-VIP-recettori, questo recettore ha una distribuzione piuttosto limitata nel 
testicolo di Torpedo marmorata. Infatti, l’unica positività per questo recettore è stata 
evidenziata nelle cellule germinali delle cisti contenenti spermatogoni (Fig. 54B) e 
nelle cellule di Sertoli delle cisti svuotate (Fig. 54F). Diversamente, né le cellule 
germinali né le cellule di Leydig sono marcate nelle cisti contenenti prespermatogoni 
(Fig. 54A), spermatociti I (Fig. 54C), spermatociti II (Fig. 54C), spermatidi rotondi e 
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allungati (Fig. 54D) o spermatozoi (Fig. 54E). Allo stesso modo, controlli negativi, 
ottenuti omettendo l’anticorpo primario, non sono risultati marcati (Fig. 54F). 
Immunoistochimica per la localizzazione del recettore VPAC2 nel testicolo di Torpedo 
marmorata 
L’immunolocalizzazione del recettore VPAC2 è stata condotta utilizzando un 
anticorpo eterologo, che ha evidenziato per il recettore VPAC2 una distribuzione più 
ampia del recettore VPAC1 e simile a quella del recettore PAC1 piuttosto che a quella 
del recettore VPAC1. Difatti, l’immunoreattività per questo recettore è stata 
evidenziata all’interno delle cellule germinali delle cisti contenenti prespermatogoni 
(Fig. 55A), spermatogoni (Fig. 55B), spermatociti II (Fig. 55D), spermatidi rotondi e 
allungati (Fig. 55E) e spermatozoi prima del rilascio (Fig. 55F). Una reazione positiva 
è presente anche nelle cellule di Sertoli delle cisti contenenti spermatogoni (Fig. 55B) 
e delle cisti svuotate (Fig. 55G) e nelle cellule di Leydig localizzate tra le cisti che 
contengono spermatociti I (Fig. 55C), spermatociti II (Fig. 55D), spermatidi rotondi e 
allungati (Fig. 55E) e spermatozoi (Fig. 55F). I controlli negativi, ottenuti per 
omissione dell’anticorpo primario, sono negativi (Fig. 55G, inserto). 
 
7.2.2 Podarcis sicula 
Immunoistochimica per la localizzazione del recettore VPAC1 nel testicolo di Podarcis 
sicula 
Esperimenti di immunolocalizzazione utilizzando un anticorpo eterologo anti-
VPAC1R hanno evidenziato che, come nel testicolo di Torpedo marmorata, questo 
recettore ha una distribuzione molto limitata nel testicolo di Podarcis sicula. Infatti, 
l’unica positività per questo recettore è stata evidenziata nelle cellule di Leydig, mentre 
non è presente nelle cellule germinali e di Sertoli (Fig. 56A e B), nonché nei controlli 
negativi, ottenuti attraverso l’omissione dell’anticorpo primario (Fig. 56C). 
Immunoistochimica per la localizzazione del recettore VPAC2 nel testicolo di Podarcis 
sicula 
L’immunolocalizzazione del recettore VPAC2 è stata condotta utilizzando un 
anticorpo eterologo, che ha evidenziato per il recettore VPAC2 una distribuzione 
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simile a quella del recettore PAC1 piuttosto che del recettore VPAC1. Difatti 
immunoreattività per questo recettore è stata evidenziata all’interno delle cellule 
germinali dove, come per il recettore PAC1, sono maggiormente marcati gli ultimi 
stadi (spermatociti II, spermatidi rotondi e allungati e spermatozoi) rispetto ai primi 
stadi (spermatogoni e spermatociti I); sono marcate anche le cellule di Leydig e quelle 
di Sertoli (Fig. 57A). Controlli negativi, ottenuti omettendo l’anticorpo primario, non 
sono marcati (Fig. 57B). 
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CAPITOLO 8 
RISULTATI III: COLTURE D’ORGANO 
 
8.1 Effetti del PACAP27 
Il trattamento con il PACAP27 ha determinato un aumento nelle 
concentrazioni di testosterone e di 17β-estradiolo tempo-dipendente e dose-
dipendente rispetto alle concentrazioni riportate al tempo zero e nei controlli, come 
evidente dai grafici riportati in figura 58 per il testosterone e in figura 59 per il 17β-
estradiolo. Le differenze tra i vari tempi e le varie concentrazioni a cui è stato 
condotto il trattamento sono statisticamente significative, eccetto che in alcuni casi. 
Per quanto riguarda il testosterone, le differenze tra il trattamento a 30’ e il tempo 
zero non sono significative per la concentrazione 10-8 M, così come tra la 
concentrazione 10-6 M e 10-7 M e tra 10-7 M e 10-8 M; nel trattamento di 60’, le 
differenze tra le concentrazioni di 10-6 M e 10-7 M e tra 10-7 M e 10-8M non sono 
significative; nel trattamento di 120’, le differenze tra le concentrazioni di 10-6 M e 10-7 
M e tra 10-7 M e 10-8 M non sono significative (Fig. 58). Per quanto riguarda il 17β-
estradiolo, le differenze tra il trattamento a 30’ e il tempo zero non sono significative 
alle varie concentrazioni utilizzate; nel trattamento di 120’, le differenze tra le 
concentrazioni di 10-7 M e 10-8 M non sono significative (Fig. 59). 
 
8.2 Effetti del PACAP38 
   Il trattamento con il PACAP38 ha determinato un aumento nelle 
concentrazioni di testosterone e di 17β-estradiolo tempo-dipendente e dose-
dipendente rispetto alle concentrazioni riportate al tempo zero e nei controlli, come 
evidente dai grafici riportati in figura 60 per il testosterone e in figura 61 per il 17β-
estradiolo. Le differenze tra i vari tempi e le varie concentrazioni a cui è stato 
condotto il trattamento sono statisticamente significative, eccetto che nei casi di 
seguito riportati. Per quanto riguarda il testosterone, nel trattamento di 30’ e di 120’, 
le differenze tra le concentrazioni 10-7 M e 10-8 M non sono significative; nel 
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trattamento di 60’, le differenze tra le concentrazioni di 10-6 M e 10-7 M non sono 
significative (Fig. 60). Per quanto riguarda il 17β-estradiolo, le differenze tra il 
trattamento a 30’ e il tempo zero non sono significative alle varie concentrazioni 
utilizzate; nel trattamento di 60’, le differenze tra gli effetti indotti tra il trattamento 
con PACAP38 concentrato 10-6 M e 10-7 M e tra 10-7 M e 10-8 M non sono 
significative (Fig. 61).  
 
8.3 Effetti del VIP 
Allo stesso modo, il trattamento con il VIP ha determinato un aumento nelle 
concentrazioni di testosterone e di 17β-estradiolo tempo-dipendente e dose-
dipendente rispetto alle concentrazioni riportate al tempo zero e nei controlli, come 
evidente dai grafici riportati in figura 62 per il testosterone e in figura 63 per il 17β-
estradiolo. Le differenze tra i vari tempi e le varie concentrazioni a cui è stato 
condotto il trattamento sono statisticamente significative, eccetto che in alcuni casi di 
seguito riportati. Per quanto riguarda il testosterone, nel trattamento di 30’, le 
differenze tra gli effetti indotti rispetto al tempo zero e tra le varie concentrazioni di 
VIP utilizzate non sono statisticamente significative, eccetto che per la dose 10-6 M; 
nel trattamento di 60’, le differenze tra gli effetti indotti tra le concentrazioni di 10-7 M 
e 10-8 M non sono significative (Fig. 62). Per quanto riguarda il 17β-estradiolo, nel 
trattamento di 30’, le differenze tra gli effetti indotti tra il trattamento con VIP 
concentrato 10-7 M e 10-8 M non sono statisticamente significative; nel trattamento di 
60’, le differenze tra le varie concentrazioni di VIP non sono significative (Fig. 63).  
 
8.4 Confronto degli effetti indotti dai tre peptidi 
Effetti indotti sul testosterone  
Confrontando gli effetti indotti dai peptidi ai tempi diversi e alle diverse 
concentrazioni, emerge che gli effetti indotti dal PACAP38 sui livelli di testosterone 
sono maggiori di quelli indotti dal PACAP27 e dal VIP in modo statisticamente 
significativo (Figg. 64-65-66).  
Dal confronto degli effetti indotti dal trattamento di 30’ con i tre peptidi sui livelli di 
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testosterone emerge che il PACAP38 induce un aumento di testosterone maggiore di 
quello indotto dal PACAP27 e dal VIP in modo statisticamente significativo; il 
trattamento con il PACAP27 alle concentrazioni di 10-6 M e 10-8 M induce effetti che 
non sono significativamente diversi da quelli indotti dal VIP alle stesse concentrazioni 
(Fig. 64). 
 Dal confronto degli effetti indotti dal trattamento di 60’ emerge che il PACAP38 e il 
VIP inducono un aumento di testosterone sempre statisticamente maggiore di quello 
indotto dal PACAP27; il PACAP38 inoltre ha un effetto statisticamente maggiore 
nell’indurre l’aumento di testosterone rispetto al VIP, anche se il trattamento con il 
PACAP38 alla concentrazione di 10-8 M induce effetti che non sono 
significativamente diversi da quelli indotti dal VIP alla stessa concentrazione (Fig. 65).  
Infine, dal confronto degli effetti indotti dal trattamento di 120’ emerge che il 
PACAP38 e il VIP inducono un aumento di testosterone maggiore di quello indotto 
dal PACAP27. Le differenze osservate tra PACAP38 e VIP sono invece 
statisticamente significative solo alla concentrazione di 10-8 M (Fig. 66). 
Effetti indotti sul 17β-estradiolo 
Confrontando invece gli effetti indotti dai tre peptidi sui livelli di 17β-estradiolo, 
emerge che gli effetti indotti dal VIP sono maggiori di quelli indotti dal PACAP, nelle 
sue 2 forme 27 e 38, almeno a 30’ e a 60’; nel trattamento a 120’ tali differenze si 
riducono notevolmente (Figg. 67-68-69). 
Dal confronto degli effetti indotti dal trattamento di 30’ con i tre peptidi sui livelli di 
17β-estradiolo emerge che il VIP induce un aumento di 17β-estradiolo maggiore di 
quello indotto dal PACAP27 e 38 in modo statisticamente significativo, mentre le 
differenze tra gli effetti indotti dal PACAP27 e dal 38 non sono statisticamente 
significative (Fig. 67).  
Dal confronto degli effetti indotti dal trattamento di 60’ emerge che il VIP induce un 
aumento di 17β-estradiolo maggiore di quello indotto dal PACAP27 e 38 in modo 
statisticamente significativo. Il PACAP27 induce un aumento di 17β-estradiolo 
maggiore di quello indotto dal PACAP38 solo alla concentrazione di 10-6 M, mentre 
alle altre concentrazioni le differenze tra gli effetti indotti dal PACAP27 e dal 38 non 
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sono statisticamente significative (Fig. 68). 
Dal confronto degli effetti indotti dal trattamento di 120’ emerge che le differenze 
osservate tra gli effetti indotti dal VIP alle concentrazioni di 10-8 M e 10-7 M sono 
statisticamente maggiori di quelli indotti dal PACAP27 e 38 alle stesse concentrazioni, 
mentre le differenze tra i livelli di 17β-estradiolo indotti da PACAP27 e 38 non sono 
statisticamente significative. Alla concentrazione di 10-6 M il PACAP27 induce un 
aumento di 17β-estradiolo maggiore di quello indotto dal VIP e dal PACAP38, 
mentre le differenze tra gli effetti indotti da VIP e PACAP38 non sono 
statisticamente significative (Fig. 69). 
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DISCUSSIONE 
 
Il controllo della spermatogenesi e della steroidogenesi è un processo 
finemente regolato al quale partecipano fattori di varia origine, dalle gonadotropine 
ipofisarie, FSH e LH, il cui rilascio è stimolato dal GnRH (Matsumoto et al., 1986), a 
fattori endocrini, paracrini e autocrini. Recenti studi hanno dimostrato la presenza di 
molti neuropeptidi nonché dei loro recettori all’interno del testicolo, suggerendo che 
questi possano agire come regolatori locali del differenziamento delle cellule germinali 
e della steroidogenesi (Li e Arimura, 2003). Tra i neuropeptidi identificati a livello 
testicolare rientrano il GHRH, il PACAP, il VIP, la secretina, l’ossitocina, la 
somatostatina, la sostanza P e il neuropeptide Y (Li e Arimura, 2003). Il ruolo di 
questi neuropeptidi nella fisiologia del testicolo è in gran parte sconosciuto, anche se 
l’avvento di nuove tecniche ha permesso di iniziare a comprendere le complesse 
funzioni di questi peptidi nel testicolo (Li e Arimura, 2003). Lo studio dei vari fattori 
che regolano la spermatogenesi sta dimostrando che il PACAP e il VIP svolgono un 
ruolo di primo piano in tale processo. Non pochi studi sono stati condotti nel 
testicolo dei mammiferi per definire la distribuzione di questi neuropeptidi e dei loro 
recettori e per cercare di delineare in quali funzioni possano essere coinvolti. D’altra 
parte piuttosto limitati sono invece gli studi condotti nel testicolo dei vertebrati non 
mammiferi. I risultati ottenuti nel presente lavoro di tesi hanno permesso di delineare 
un quadro più completo circa la presenza del PACAP, del VIP e dei loro recettori nel 
testicolo di due vertebrati non mammiferi, il pesce cartilagineo Torpedo marmorata e il 
rettile squamato Podarcis sicula, con l’acquisizione di nuove e significative informazioni 
sui seguenti aspetti: 1. sulle sequenze di alcuni elementi di questo sistema di 
regolazione; 2. sulla distribuzione dei siti di sintesi endotesticolare del PACAP, del 
VIP e del PAC1R e sulla presenza e sulla distribuzione di PACAP, VIP e recettori; 3. 
sugli effetti indotti sui livelli di testosterone e 17β-estradiolo dal trattamento con 
PACAP27, PACAP38 e VIP nel testicolo di Podarcis sicula. 
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Il primo risultato di questa tesi di dottorato è stato quello di caratterizzare 
parte delle sequenze codificanti il PACAP di Torpedo marmorata, il PHI/VIP di Podarcis 
sicula e il PAC1R sia di Torpedo marmorata sia di Podarcis sicula tramite RT-PCR. I 
risultati di queste analisi hanno permesso di caratterizzare per la prima volta la 
sequenza codificante il PACAP in un elasmobranco e hanno evidenziato che il 
PACAP di Torpedo marmorata ha una sequenza altamente conservata, come confermato 
dal confronto della sequenza nucleotidica e aminoacidica dedotta con quella di molti 
altri vertebrati e dei tunicati; il PACAP di Torpedo marmorata presenta inoltre un’elevata 
identità con quello precedentemente caratterizzato di Podarcis sicula, l’altro modello 
sperimentale da me utilizzato (88% di identità nucleotidica e 95% di identità 
aminoacidica). Tra i vari organismi considerati, l’identità è particolarmente evidente 
quando si confrontano le sequenze aminoacidiche, nelle quali la parte maggiormente 
conservata è quella all’N-terminale, che è responsabile dell’attività biologica del 
PACAP, piuttosto che quella al C-terminale, dove si osserva invece il maggior 
numero di variazioni (Vaudry et al., 2000; Cardoso et al., 2007a). Dalle analisi 
filogenetiche emerge dunque che la sequenza del PACAP si è conservata nel corso 
dell’evoluzione; infatti il rapporto dN/dS è sempre minore di 1, il che indica che è 
improbabile l’esistenza di una selezione positiva (per la quale tale rapporto dovrebbe 
essere maggiore di 1). Anche i dati derivanti dallo Z-test di selezione e dal test F di 
Fisher confermano l’esistenza di una selezione di tipo purificante, che ha agito contro 
eventuali cambiamenti nella sequenza del PACAP nel corso dell’evoluzione. Inoltre, è 
interessante notare che dall’albero filogenetico emerge che la sequenza nucleotidica 
del PACAP di Torpedo marmorata è più vicina evolutivamente a quella degli anfibi che a 
quella dei teleostei; per quanto riguarda la sequenza aminoacidica, questa è vicina a 
quella dell’altro elasmobranco di cui si conosce esclusivamente la sequenza 
aminoacidica (e non quella nucleotidica) del PACAP, Dasyatis akajei, e a quella degli 
anfibi. 
Per quanto riguarda invece il VIP di Podarcis sicula, il risultato dell’RT-PCR ha 
permesso di ottenere una sequenza che include la parte codificante sia il PHI sia VIP; 
questo dimostra per la prima volta che anche in Podarcis sicula lo stesso gene che 
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codifica il VIP codifica anche il PHI, come accade negli altri vertebrati non 
mammiferi, mentre nei mammiferi lo stesso gene che codifica il VIP codifica il PHM 
(che differisce dal PHI per l’ultimo aminoacido) (Yamagami et al., 1988; Sherwood et 
al., 2000). Inoltre, l’analisi bioinformatica ha evidenziato che, nell’ambito di questa 
sequenza, la più alta identità è presente proprio nella parte codificante il VIP, la cui 
sequenza aminoacidica dedotta ha il 100% di identità con le sequenze aminoacidiche 
di Anolis carolinensis, di Gallus gallus e di Xenopus laevis, mentre l’identità scende se si 
considera il PHI e si abbassa ancor di più se si considera la parte del propeptide che 
viene poi tagliata nel successivo processamento post-traduzionale. Dalle analisi 
filogenetiche condotte sulla sola porzione codificante il VIP di Podarcis sicula emerge 
dunque che la sequenza del VIP si è conservata nel corso dell’evoluzione; infatti il 
rapporto dN/dS è sempre minore di 1, il che indica che è improbabile l’esistenza di 
una selezione positiva (per la quale tale rapporto dovrebbe essere maggiore di 1). 
Anche i dati derivanti dallo Z-test di selezione e dal test F di Fisher confermano 
l’esistenza di una selezione di tipo purificante, che ha agito contro eventuali 
cambiamenti nella sequenza del VIP nel corso dell’evoluzione. È interessante notare 
come, diversamente dalla sequenza del PACAP, nella sequenza aminoacidica del VIP 
le sostituzioni rispetto alla sequenza dei mammiferi si verificano sempre negli stessi 
siti e questi residui sono inoltre sostituiti sempre con gli stessi aminoacidi. In 
particolare, i residui variabili generalmente non si trovano nella regione N-terminale; a 
tal proposito, è interessante notare che sono proprio le differenze nei residui all’N-
terminale tra il PACAPe il VIP a determinare la selettività per il recettore PACAP-
specifico; in tal senso, la conservazione in questi residui può essere finalizzata a 
impedire che sostituzioni in questi siti determinino l’interazione del VIP con il 
recettore PACAP-specifico. Inoltre, è interessante notare che dall’albero filogenetico 
emerge che la sequenza nucleotidica del VIP di Podarcis sicula è vicina evolutivamente 
a quella dell’altro rettile Anolis carolinensis; per quanto riguarda la sequenza 
aminoacidica, questa è vicina a quella di uccelli, rettili e anfibi, che sono caratterizzati 
dalla stessa sequenza. 
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Le PCR per il recettore PAC1 hanno permesso di caratterizzare le prime sequenze 
delle isoforme del recettore del PACAP in un elasmobranco e in un rettile. L’analisi 
bioinformatica delle sequenze ottenute dalle analisi di RT-PCR per il PAC1R di 
Torpedo marmorata e di Podarcis sicula, condotte con dei primer disegnati a monte e a 
valle rispetto al sito di inserzione delle cassette hip/hop, ha evidenziato che le 
sequenze da me ottenute includono parte del terzo segmento transmembrana, il 
secondo loop intracellulare, il quarto segmento transmembrana, il terzo loop 
extracellulare, il quinto segmento transmembrana, il terzo loop intracellulare, in cui ci 
può essere l’inserzione delle cassette hip/hop, e parte del sesto segmento 
transmembrana. Nel testicolo di Torpedo marmorata e di Podarcis sicula sono presenti 
solo alcune delle sei diverse isoforme del recettore PAC1 derivanti dallo splicing di tali 
cassette nella terza ansa intracellulare. In particolare, sia in Torpedo marmorata sia in 
Podarcis sicula è presente l’isoforma null; diversamente, in Torpedo marmorata è presente 
l’isoforma hop2, mentre in Podarcis sicula è presente l’isoforma hop1, che differiscono 
tra loro per la presenza di un solo aminoacido aggiuntivo nella sequenza hop1. Il 
ritrovamento delle isoforme null e hop nel testicolo di questi vertebrati non 
mammiferi è conforme con quanto riportato nei mammiferi, in cui tali isoforme sono 
quelle maggiormente rappresentate, diversamente dall’isoforma hip (Spengler et al., 
1993). Inoltre la presenza di queste due isoforme suggerisce che gli effetti indotti dal 
PACAP nel testicolo possano essere mediati, a seguito del legame con il recettore 
PAC1, oltre che dall’adenilato ciclasi, anche dalla fosfolipasi C, dal momento che nei 
mammiferi le isoforme null e hop, a differenza delle isoforme hip e hip/hop, non 
attivano solo l’adenilato ciclasi, ma anche la fosfolipasi C (Dickson e Finlayson, 2009). 
Dall’allineamento delle sequenze ottenute con quelle di altri vertebrati presenti in 
banca dati emerge inoltre che anche le sequenze dei recettori del PACAP e del VIP 
sono altamente conservate nel corso dell’evoluzione. 
Dunque tutte le sequenze da me identificate sono caratterizzate dall’avere un’elevata 
conservazione nucleotidica e soprattutto aminoacidica, anche se indubbiamente la 
conservazione è particolarmente evidente per i due neuropeptidi considerati. 
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Per quanto riguarda la localizzazione degli mRNA e delle proteine degli 
elementi del sistema di regolazione PACAP/VIP/recettori, i risultati ottenuti 
suggeriscono fortemente che il PACAP e il VIP siano coinvolti nella regolazione della 
spermatogenesi e della steroidogenesi di questi due vertebrati non mammiferi. La 
distribuzione dei peptidi e dei loro recettori nel testicolo delle specie da me analizzate 
è generalmente più ampia rispetto a quella riportata nel testicolo dei mammiferi, dove 
è essenzialmente circoscritta alle cellule germinali allo stadio di spermatidi nel caso del 
PACAP (Heindel et al., 1992; Shioda et al., 1994; El-Gehani et al., 2000), e alle fibre 
nervose nel caso del VIP (Zhu et al., 1995; Alm et al., 1977, 1980; Properzi et al., 
1992). La più ampia distribuzione del PACAP e soprattutto del VIP rispetto ai 
mammiferi lascia ipotizzare che questi peptidi controllino le funzioni testicolari di 
questi due vertebrati non mammiferi, agendo come regolatori paracrini/autocrini 
della spermatogenesi e della steroidogenesi; inoltre, dal confronto tra l’insieme dei dati 
da me ottenuti (vedi anche Agnese et al, 2010) e quelli ottenuti nei mammiferi emerge 
chiaramente che nei vertebrati non mammiferi il ruolo di tali neuropeptidi nel 
controllo della spermatogenesi sembra molto più significativo dal momento che il 
PACAP, il VIP e i rispettivi recettori sono ampiamente rappresentati nei diversi 
momenti della spermatogenesi, mentre nei mammiferi la loro distribuzione è 
particolarmente circoscritta, nel caso del PACAP, o del tutto assente, almeno come 
molecola, nel caso del VIP. 
Nel dettaglio, per quanto riguarda Torpedo marmorata, il PACAP e il VIP sono 
ampiamente rappresentati a livello del testicolo; tra i recettori, sono particolarmente 
rappresentati il PAC1R e il VPAC2R, mentre il recettore VPAC1 è quasi assente, in 
modo simile a quanto descritto nei mammiferi (Shivers et al., 1991). In particolare, 
negli stadi inziali della spermatogenesi (prespermatogoni e spermatogoni) è stata 
registrata una positività al PACAP, al VIP, al VPAC2R e all’mRNA del PAC1R, 
suggerendo quindi che questi peptidi possano essere coinvolti nella regolazione 
dell’inizio della spermatogenesi; la positività al PACAP, al VIP e ai recettori PAC1 e 
VPAC2 è presente anche in cellule che sono ancora in meiosi (spermatociti II) e in 
cellule che hanno intrapreso il processo differenziativo (spermatidi), nonché negli 
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spermatozoi. Queste osservazioni lasciano ipotizzare che il PACAP e il VIP possano 
essere coinvolti nel controllo della spermatogenesi e della spermioistogenesi, dal 
momento che le cellule germinali, oltre ad essere positive per il PACAP e il VIP, lo 
sono anche per i loro recettori. Dunque questi peptidi potrebbero esercitare un’azione 
locale sulla spermatogenesi agendo in maniera autocrina e/o paracrina a seguito 
dell’interazione con i recettori PAC1 e VPAC2. In sintesi, la regolazione della 
spermatogenesi da parte degli elementi del sistema PACAP/VIP/recettori in Torpedo 
marmorata è attuata attraverso il legame del PACAP e del VIP con il solo recettore 
VPAC2 nei primi stadi differenziativi (prespermatogoni e spermatogoni), mentre negli 
ultimi stadi meiotici (spermatociti II) e durante la spermioistogenesi il VIP e il 
PACAP possono agire attraverso il legame con il recettore VPAC2 e in aggiunta il 
PACAP può legarsi anche al recettore PAC1, presente in questi stadi (Schema 1). 
È plausibile inoltre ipotizzare che il PACAP e il VIP siano coinvolti anche nella 
regolazione della steroidogenesi, e conseguentemente dell’andamento generale della 
spermatogenesi, come già evidenziato nei mammiferi (Romanelli et al., 1997; Rossato 
et al., 1997; El-Gehani et al., 2000); infatti sono marcate le cellule germinali e le cellule 
di Sertoli in cui è stata dimostrata una rilevante attività steroidogenica, e in aggiunta le 
cellule di Leydig sono caratterizzate dalla presenza del PACAP, del VIP e dei loro 
recettori, soprattutto quando l’attività steroidogenica è maggiore (Prisco et al., 2002, 
2003, 2008). La regolazione della steroidogenesi è attuata principalmente attraverso il 
legame con i recettori PAC1 e VPAC2, ma, nelle cellule di Sertoli delle cisti svuotate, 
questa può verificarsi anche a seguito del legame con il recettore VPAC1 (Schema 1). 
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Schema 1: possibile meccanismo di azione del PACAP e del VIP nel testicolo di Torpedo. 
Per quanto riguarda Podarcis sicula, la positività riscontrata a livello delle cellule 
germinali, sia per il messaggero sia per la proteina del PACAP e del VIP e per i 
recettori PAC1 e VPAC2, è risultata ancora più ampia rispetto a quella evidenziata per 
Torpedo marmorata, essendo in questo caso marcati tutti gli stadi della spermatogenesi, 
anche se è ben evidente che la marcatura è molto più intensa negli ultimi stadi 
(spermatidi e spermatozoi). Questo suggerisce quindi che anche in Podarcis sicula il 
PACAP e il VIP siano coinvolti nei meccanismi che controllano la spermatogenesi, 
essendo tra l’altro marcate anche le cellule di Sertoli, che accompagnano le cellule 
germinali nel differenziamento. Anche nel caso di Podarcis sicula è presente un’intensa 
marcatura anche a livello delle cellule di Leydig, suggerendo quindi ancora una volta 
un coinvolgimento dei peptidi nei processi steroidogenici. Allo stesso modo di Torpedo 
marmorata e dei mammiferi (Shivers et al., 1991), il recettore VPAC1 risulta 
scarsamente rappresentato nel testicolo di Podarcis sicula, suggerendo quindi che le 
funzioni testicolari di questi peptidi non siano mediate dall’intervento di questo 
recettore. In sintesi, nel testicolo di Podarcis sicula, la regolazione della spermatogenesi 
da parte degli elementi del sistema PACAP/VIP/recettori è attuata attraverso il 
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legame del PACAP e del VIP ai recettori VPAC2 e attraverso il legame del PACAP al 
recettore PAC1. La regolazione della steroidogenesi vede invece anche la 
partecipazione del recettore VPAC1, dal momento che tale recettore è presente 
esclusivamente nelle cellule di Leydig (Schema 2). 
Il coinvolgimento di questi peptidi nella steroidogenesi di Podarcis sicula è stato 
ampiamente dimostrato dalle colture d’organo, che hanno evidenziato un aumento 
nei livelli di testosterone e 17β-estradiolo tempo- e dose-dipendente a seguito del 
trattamento con tutti e tre i peptidi, PACAP27, PACAP38 e VIP (Schema 2). 
Tuttavia, emerge chiaramente anche che il PACAP38 induce un aumento nei livelli di 
testosterone maggiore di quello indotto dal PACAP27 e dal VIP e che il VIP induce 
invece un incremento nei livelli di 17β-estradiolo maggiore di quello indotto dal 
PACAP27 e dal PACAP38. In questa ottica, il PACAP27 sembrerebbe avere un 
effetto marginale sugli effetti indotti sulla steroidogenesi; d’altra parte nei mammiferi, 
tra le due forme di PACAP, il PACAP27 è sempre la forma meno rappresentata 
(Vaudry et al., 2000). 
 
Schema 2: possibile meccanismo di azione del PACAP e del VIP nel testicolo di Podarcis. 
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I dati ottenuti da questi esperimenti dimostrano dunque innanzitutto che le 
sequenze di questi peptidi sono conservate nei modelli sperimentali da me scelti e che 
gli elementi del sistema PACAP/VIP/recettori sono ampiamente rappresentati nel 
testicolo di Torpedo marmorata e di Podarcis sicula. Il confronto tra due organismi con 
un’organizzazione testicolare completamente diversa ha dato dei risultati raffrontabili, 
anche se la presenza dei neuropeptidi e dei recettori è risultata più circoscritta in 
Torpedo (testicolo cistico) rispetto a Podarcis (testicolo tubulare), ma comunque diversa 
da quella riscontrata nei mammiferi. Nonostante ciò le ipotesi che possono essere 
fatte circa le funzioni di questi due neuropeptidi sono risultate molto simili; infatti, in 
entrambi i casi i peptidi sono coinvolti probabilmente nel controllo della 
spermatogenesi e della steroidogenesi. Per quanto riguarda questo secondo aspetto, 
infatti, significativi sono i dati ottenuti dalle colture di testicolo di Podarcis sicula, che 
supportano l’iniziale ipotesi che PACAP e VIP agiscano sulla steroidogenesi, dal 
momento che le colture hanno dimostrato appunto l’esistenza di una stimolazione 
dose- e tempo- dipendente sia del testosterone sia del 17β-estradiolo. Non è stato 
purtroppo possibile allestire colture anche su testicoli di Torpedo marmorata, data 
l’impossibilità di disporre di animali durante il terzo anno di dottorato; tuttavia, la 
localizzazione del PACAP, del VIP e dei loro recettori nelle cellule somatiche e 
germinali in cui è stata dimostrata un’attività steroidogenica più rilevante (Prisco et al., 
2002, 2003, 2008), permette di ipotizzare che anche in Torpedo marmorata il PACAP e il 
VIP sono coinvolti nella regolazione della produzione di testosterone e 
conseguentemente dell’andamento generale della spermatogenesi. La presenza tanto 
dei peptidi quanto dei recettori all’interno del testicolo di Torpedo marmorata e di 
Podarcis sicula permette di ipotizzare che questi neuropeptidi possano svolgere le 
proprie funzioni nel testicolo intervenendo con un meccanismo di tipo autocrino, 
dato che le stesse cellule che sono positive per PACAP e VIP lo sono anche per i 
recettori, o di tipo paracrino, per cui le cellule presenti nel testicolo potrebbero 
comunicare tra di loro usando questi peptidi come segnale. 
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In conclusione, il PACAP e il VIP sono due neuropeptidi che possono essere 
annoverati tra quei fattori prodotti localmente a livello testicolare, che partecipano alla 
fine regolazione di processi quali la spermatogenesi e la steroidogenesi. I dati a 
disposizione suggeriscono fortemente che questi peptidi contribuiscono a creare un 
network di comunicazione intratesticolare finemente intrecciato per garantire il 
corretto andamento di spermatogenesi e steroidogenesi.  
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